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cd: cutin deficient 
Cwp: Cuticular water permeability 
DAG: ジアシルグリセロール 
dfd: delayed fruit deterioration 
DGDG: ジガラクトシルジアシルグリセロール 
GC-EI-TOF-MS: gas chromatography-electron ionization-time-of-flight-
mass spectrometry 
gpat: glycerol-3-phosphate acyltransferase 
IL: introgression line 
lacs: long-chain acyl-CoA synthetase 
lecer: lycopersicum esculentum eceriferum 
lg: light green 
















TIC: total ion chromatograms 










あるリコピン（Rao et al, 2006）に加え、新たに機能性成分 13-オキソ-















重要視される（Bai and Lindhout, 2007）一方、後者は粘度、糖度、果実






















いては 0.1μm 以下である（Kosma et al, 2009）。一方、トマトの果実には
厚いクチクラ層が形成されており、その厚みは 10μm を超える（Bargel 
and Neinhuis, 2005）。クチンの主要な構成要素は、炭素数 16～24 の直
鎖脂肪酸、炭素数が 16 あるいは 18 の ω-ヒドロキシ脂肪酸、α-、ω-ジカ
ルボン酸、10, 16-ジヒドロキシヘキサデカン酸である（Pollard et al, 2008）。
興味深いことに、組織によってその量、組成が異なっており、シロイヌナ
ズナでは、葉および茎のクチンモノマーの 70%以上が α-、ω-ジカルボン
酸であるのに対し、花では 56%が 10, 16-ジヒドロキシヘキサデカン酸、




めることが報告されている（Nadakuduti et al, 2012）。クチンモノマーの主
要な要素である 10, 16-ジヒドロキシヘキサデカン酸は、炭素数 16 の脂
肪酸であるパルミチン酸がシトクロム P450 (CYP86A4, CYP77A6)に相
次 い で ヒ ド ロ キ シ ル 化 さ た 後 、 GPAT （ Glycerol-3-phosphate sn-2-
Acyltransferase） 6 によってアシル基を付加され、10, 16-ジヒドロキシヘ
キサデカン酸グリセロールとなる（Li-Beisson et al, 2009）。その後、10, 
16-ジヒドロキシヘキサデカン酸グリセロールは、細胞膜に局在する
ATP-binding cassette（ABC）トランスポーターABCG11 (McFarlane et al, 
2010), ABGC13 (Panikashvili et al, 2011), ABCG32 (Bessire et al, 2011)
を経由して細胞壁を通過し、植物体表面に移動すると考えられている。
その後、10, 16-ジヒドロキシヘキサデカン酸グリセロールはアシル基転
移酵素である CD1 によって重合化され、クチンとなる（Girard et al,  
2012; Yeats et al, 2012）。 
一方、ワックスは主に炭素数が 22 以上の脂肪酸、アルデヒド、1 級ア
ルコール、アルカン、2 級アルコール、ケトンから構成され、シロイヌナズ
ナの葉では、約 75%が直鎖のアルカンである（Lu et al, 2009）。同様にト
マトの葉および果実においても、最も多い構成要素はアルカンである
（Vogg et al, 2004; Isaacson et al, 2009）。ワックスはクチンと同じパルミチ
ン酸（炭素数 16）、それに加えてステアリン酸（炭素数 18）から合成され
る。まず、これらの脂肪酸を基質として、小胞体内で ketoacyl-CoA 




受け、クチンと同様に ABC トランスポーターABCG11 を経由して表皮に










も開発されている（Tanaka et al, 2004）。水の透過を防ぐ機能は、主にワ
ックスによって実現されていると考えられている。実際、トマトではクチン





（Parsons et al, 2012）。 
害虫、病原菌が最初に接触する植物組織であることから、クチクラ層
は病害抵抗性にも深く関与している（Reina-Pinto and Yephremov, 2009）。
実際、トマトのクチクラ層変異体である cutin deficient (cd) 1, cd2, cd3 で
は、果実に病原菌 Botrytis cinerea を接種すると、野生型系統よりも、高
い頻度で感染が成立することが報告されている（Isaacson et al, 2009）。
また、シロイヌナズナの att1 変異体、lacs2 変異体は、本来シロイヌナズ
ナが感染しないはずの病原菌 Pseudomonas syringae に感染することが
報告されている（Xiao et al, 2004; Tang et al, 2007）。同様に、gpat4/8 遺
伝子を抑制した系統では、Alternaria brassicicola への感受性が増大す
ることも報告されている（Li et al, 2007）。 
これとは逆に、アブシジン酸アルデヒドオキシダーゼに変異を有するト
マトの sitiens 変異体（Harrison et al, 2011）では、クチクラ層が部分的に
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欠損しているにもかかわらず、病原菌 Botrytis cinerea への抵抗性が高
まることが報告されている（Curvers et al, 2010）。興味深いことに類似の
現象は、前述のシロイヌナズナの att1 変異体（Xiao et al, 2004）、lacs2
変異体（Bessire et al, 2007; Tang et al, 2007）、その他に lcr 変異体








えられている（Asselbergh et al, 2007）。このため sitiens 変異体では、病
原菌は、植物体の表皮細胞付近にとどまり、感染を拡大できないことが
確認されている（Curvers et al, 2010）。また、分解されたクチンモノマーが
植物の抵抗性反応を誘導するという報告がある（Kauss et al, 2009）他、
病原菌 Fusarium Solani が有するクチン分解酵素クチナーゼを植物に
導入すると、病原菌 Botrytis cinerea に極めて強い抵抗性を有すること








さと正の相関があるという報告がある（Matas et al, 2004）。一方、トマトの
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亀裂が入るという表現型を示す（Hovav et al, 2007）。それ以外にも、裂
果抵抗性は多くの研究がなされおり、その複雑な遺伝様式にもかかわ
らず、既に多くの実用品種が開発されている（Stevens and Rick, 1986）。
日持ち性については Delayed Fruit Deterioration (DFD)変異体、cd1, 
cd2, cd3 変異体を用いた解析から、クチクラ層の厚さ、物理的強度が重
要であることが示されている。（Saladié et al, 2007; Isaacson et al, 2009）。
特に DFD 変異体は、果実の成熟は正常に進行するものの、成熟後の
軟化が進まず、極めて長い日持ち性を示す（Saladié et al, 2005）。DFD
変異体の果実におけるワックスの総量は、野生型品種の約 1.3 倍、クチ












（Hrazdina et al, 1982）。トマト果実では、特に果皮に多くのフラボノイドが
蓄積されることが報告されている（Stewart et al, 2000）。フラボノイド生合
成とクチン、ワックスの生合成は互いに独立であるが、近年、シロイヌナ
ズナの anthocyaninless (anl) 2 変異体（Kubo et al, 1999）、トマトの sticky 
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パクトを与えている（Muir et al, 2001; Butelli et al, 2008）。興味深いこと
に、アントシアニンを多く含む遺伝子組換えトマトは、同時に日持ち性や
病害抵抗性が向上することも報告されている（Zhang et al, 2013）。 
本研究の第 1 章では、多くの重要形質と関係のあるトマトのクチクラ層
の特性を解明することを目的として、表皮に関する変異体として知られ





水分透過性が向上していることがわかった。次いで第 2 章では pe lg 変
異体の遺伝学的解析を行い、候補遺伝子の同定を行った。ファインマッ
ピングおよび候補遺伝子探索の結果、第 1 染色体長腕の CD2 遺伝子
におけるフレームシフト変異が pe lg 形質の原因であるという結論に至


















本章では新規クチクラ層関連変異体 sticky peel (pe)の表現型を解析し
た結果を報告する。pe 変異体は 1938 年に米国で発見された変異体で
あり（Young, 1941）、果実は極めて柔らかく、果皮はツヤがあり、薄く伸
縮性に富んでおり、裂果に対して抵抗性である（Ho and Hewitt, 1986）。
このため、pe 変異体の果実はサクランボのような見た目をしている。こ
の特徴から、pe 変異体はクチクラ層形成過程に変異が生じている可能
性が示唆されている。一方、pe と連鎖すると報告されている light green 
(lg)は葉の色が淡緑色になる変異体である（Kerr, 1982）。過去の文献で








pe lg 変異体の表現型を調査するため、両変異を LA0759（Tomato 
Genetic Resource Center, USA）より導入した系統 KGM942 を材料に用
いた。分離比を解析するための F2 分離集団の種子は KGM942（pe/pe, 
lg/lg）と野生型系統レジナ（PE/PE, LG/LG, Sakata seeds, Japan）との交配
した F1 系統を自家受粉させることで取得した。他の野生型系統 K091, 
RC17, Ec-1 は pe lg 変異体のクチクラ層の表現型を比較するために材
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料として用いた。これらの 3 系統は全て PE/PE, LG/LG である他、K091
は果皮のナリンゲニンカルコンが欠失することで果皮の色が透明になる





technologies, Japan）を用いて 500 倍で観察を行った。クチクラ層の観察
は、既報の文献（Buda et al, 2009）に基づき、Sudan IV で染色を行った
後、光学顕微鏡で観察を行った。葉の表面の観察のため、4～5 番目に




10～13 番目に展開した葉を氷上で Solution A (2 % パラホルムアル
デヒド, 2 % グルタルアルデヒド、 20 mM リン酸ナトリウム, pH 7.0)に浸
漬し、前固定を行った。葉はリン酸ナトリウム溶液（50 mM, pH 7.0）で 1
時間洗浄した。後固定は 2 % 四酸化オスミウム入りリン酸ナトリウム溶
液（50 mM, pH 7.0）を用いて、氷上で 3 時間行った。脱水は、一連のエ
タノール溶液（30 %x1, 50 %x1, 70 %x1, 80 %x1, 90 %x1, 95 %x1, 
100 %x3）にサンプルを 30 分間浸漬することで行った。次いで酸化プロ
ピレン中で 30 分間、酸化プロピレンとエポキシ樹脂中で 1 時間置換を
行った。サンプルはゼラチンカプセルに包埋し、Quetol651 エポキシ樹脂
中で 60 ℃、2 日間インキュベートした。次いで Leica-UCT ウルトラミクロ
トームで 60-80 nm の切片を切り出した。切片は 200 メッシュの銅グリッ
ドにマウントされ、2 % 酢酸ウラニルで 5 分間染色され、次いで lead 
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staining solution 中で 5 分間インキュベートされた。TEM による観察 は
JEM1200EX(Jeol, Japan)にて、80 kV で行った。 
 
クロロフィル含量測定 
クロロフィル含量の測定は Porra et al (1989)の方法に従った。16 時間
明期、8 時間暗期の条件で栽培した植物体の 5 番目に展開した葉を、5
個体からサンプリングした。葉は 3 ml の N,N-ジメチルホルムアミドに
4 ℃、一晩浸漬させた。次いで各サンプルの 664 nm, 647 nm における
吸光度を測定し、以下の換算式を用いてクロロフィル含量を算出した。 
Total micrograms of chlorophyll a = 12.00*Abs664-3.11*Abs647 
Total micrograms of chlorophyll b = 20.78*Abs647-4.88*Abs664 
 
トルイジンブルー（TB）テスト 
植物体表面の水分透過性を調査するため、Tanaka et al (2004)の方法





80 日経過した植物体の 10～15 番目に展開している葉を 5 枚採取した。
クチクラ蒸散のみを評価するため、サンプリングの 1 時間前に 500 
mg/L のアブシジン酸（ABA）を葉に噴霧して気孔を閉口させた（Freitas 
et al, 2011）。サンプリング後、葉は 25 ℃の暗室に静置した（Wilkinson 







グし、40 ℃で 6 日間インキュベートした。期間中、1，2，6 日後の果重を
測定するとともに、オーブンでサンプルを乾燥させ、乾物重量を測定した。












可能である（Lolle et al, 1998）。このため、Lolle et al (1997)の方法に従
い、pe lg 変異体に対してクロロフィル溶出試験を行った。サンプルとして
16 時間明期、8 時間暗期の条件で栽培した植物体の 4～5 番目に展開
している葉を 5 枚採取した（およそ 0.2g）。完全な葉を 30 ml の 80 %エタ
ノールに浸漬し、8 時間、37 ℃で振とうした（200 rpm）。この期間中、1, 2, 
3, 4, 5, 6, 8 時間経過時に、400 μl の上清を採取し、664 nm, 647 nm の
吸光度を測定した。測定した吸光度より、溶出したクロロフィル量を以下
の換算式で算出した（Hiscox and Israelstam, 1979）。 







ナリンゲニンおよびナリンゲニンカルコンは Kraus and Galensa (1992)
の方法に基づいて行った。検出は L7420 UV-VIS detector (Hitachi, 




Adato et al (2009)の方法を一部改変して実施した。pe lg 変異体の果皮
はペクチナーゼ酵素による剥皮が不可能であったため、果実を煮沸して
果皮を単離した。供試したのは pe lg 変異体 KGM942 と野生型系統
K091, RC17, Ec-1 である。クロロホルムに可溶のワックス画分を取得す
るため、サンプルあたり約 20 mg の果皮を 5 ml のバイアルに入れ、2 
ml のクロロホルムに室温、1 時間浸漬して抽出を 3 回行った。抽出液は
一つにまとめた後、0.9 μg の n-heptacosane を加え、終濃度 15 ng/μl の
内部標準とした。分析は gas chromatography-electron ionization-time-of-
flight-mass spectrometry (GC-EI-TOF-MS)を用いて行った。抽出液は窒
素ガス下で乾燥させ、1 ml のクロロホルムに再度溶解させて、200 μl（果
皮 5mg 分）を N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (MSTFA)で
誘導体化した後、分析を行った。 
ワックス抽出の後、残った果皮に 1.8 μg の n-heptacosane を内部標準




ガス下で乾燥させ、1 ml のクロロホルムに再度溶解させて、100 μl（果皮




μl の MSTFA を含むピリジンを添加し、37 ℃、1 時間インキュベートし、
トリメチルシリル基を付加することで行った。分析は Kusano らの方法
（2007b）の通り行った。クロマトグラムは HAD 法（Jonsson et al, 2006）に
よって前処理され、各ピークエリアの normalized response は一定濃度の
内部標準によって補正した。クチン、ワックスの構成要素の推定は、
Kusano の記述（2007a）の通り、マスフラグメントパターン、相当するリテ
ンションインデックスを NIST/EPA/NIH mass spectral library (NIST08), 
Golm Metabolome Database, カスタムライブラリ（Stein et al, 1999; Kopla 








pe 形質と lg 形質の連鎖 
これまでに pe 形質と lg 形質は分離する、という報告がなされていた。
このことを検証するため、KGM942 (pe lg) とレジナ（野生型）との交配か
ら得られた F2 分離集団を 334 個体栽培し、表現型の分離を観察した。
この結果、252 個体は野生型の表現型を示した一方、82 個体が pe およ
び lg の表現型を示した。このことから、pe と lg は密接に連鎖しているこ
とが明らかになった。分離比は野生型：pe lg = 3.07:1 であり、pe lg は単
因子劣性であることが示唆された（Table 1）。 




結果は、pe と lg が独立した単因子劣性遺伝子であるというこれまでの
知見と一致しなかった。このため、以降の解析では pe および lg の 2 重
変異体を解析に用いることにした。最初に、pe および lg の 2 重変異体
の表現型を解析することにした。pe lg 変異体の遺伝的背景については、
どの文献にも言及はなかった。このため、比較的類似した特性を有する






pe lg 変異体における表皮構造の異常 
pe lg 変異体の果実表皮は野生型と比較すると光沢、ツヤがあり、高






する y 変異を有する。果皮のナリンゲニンの含量を測定した結果、pe lg
変異体のナリンゲニン含量は野生型系統（RC17, Ec-1）よりも有意に低




SEM を用いて果皮表面の観察を行った（Fig. 2e, f）。野生型系統の果皮










存在していた（Fig. 2i, arrow）。一方、pe lg 変異体では、クチクラ層は著
しく薄くなっており（Fig. 2j, arrow）、クチクラ層を構成する要素が大幅に
減少していることが示唆された。 
次に lg 変異の葉における影響を調査するため、野生型系統 RC17 と
pe lg 変異体の葉の表面を観察した（Fig. 4）。pe lg 変異体の葉の色は、
野生型系統を比較して、淡緑色をしていた（Fig. 4a, b）。このため、pe lg
変異体では、クロロフィル含量が減少していることが示唆された。このこ
とを検証するため、野生型系統と pe lg 変異体のクロロフィル含量を測
定した。しかしながら、クロロフィル a の量は、pe lg 変異体と野生型系統
K091, RC17 で有意差が無かった上、クロロフィル b は野生型系統よりも
pe lg 変異体のほうが有意に高い、という結果が得られた（Fig. 5）。この
結果から、pe lg 変異体の葉の淡緑色は、クロロフィル含量の減少によ
るものではないことが明らかになった。 
次に、SEM を用いて葉の表面の観察を行い、pe lg 変異体における表
皮構造の変化の有無を調査した。野生型系統の孔辺細胞は、半月状の
形状をしていた（Fig. 4c）。一方、pe lg 変異体の孔辺細胞は、三日月状
の形状をしていた（Fig. 4d）。加えて、pe lg 変異体では、表皮細胞がゆ
がんでいるように観察された（Fig. 4d）。 
このことを更に調べるため、葉の切片を作成し、光学顕微鏡と TEM に
よる観察を行った。光学顕微鏡による観察では、野生型の 3 系統（Fig. 
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6a-c）と pe lg 変異体（Fig. 6d）には表皮の構造上の違いは見られなかっ
た。野生型系統および pe lg 変異体では、葉は上面から表皮、柵状葉肉
組織、海綿状葉肉組織、下面の表皮から構成されていた。TEM によっ
て葉の表側の断面を観察したところ、野生型の 3 系統、pe lg 変異体で
は電子密度の薄い cuticle proper（Fig. 6e-h, 黒矢印）および電子密度の
濃いクチクラ層（Fig. 6e-h, 白矢印）が観察された。興味深いことに、野生
型系統を比較して、pe lg 変異体のクチクラ層は明らかに電子密度が薄
かった（Fig. 6h）。対照的に、葉の裏側の断面では、野生型系統と pe lg
変異体の間で、クチクラ層及び cuticle proper の電子密度に違いは見ら
れなかった（Fig. 6i-l）。 
 
pe lg 変異体における水の透過性 
一般的にシロイヌナズナでクチクラ層が薄くなる変異体は、特に葉の




5 番目に展開した葉と緑熟の果実を 5 分間 TB 溶液に浸漬し、染色され
る度合いを評価した。葉の裏側は、野生型系統、pe lg 変異体双方とも
同様に染色された。しかし、葉の表側は野生型系統が全く染色されなか
った（Fig. 7a）。その一方で、pe lg 変異体は速やかに TB で染色された
（Fig. 7b）。同様に、野生型系統の果実は TB で全く染色されなかったが










pe lg 変異体の蒸散量は野生型の 3 系統よりも有意に多かった（Fig. 8）。
次に、pe lg 変異体の薄くなった果皮が、水分透過性に与える影響を評
価するため、果実の蒸散量についても測定を行った。想定に反して、pe 
lg 変異体の果実は、野生型系統 K091, RC17 よりも低い蒸散量を示し
た（Fig. 9a）。果実を 6 日間インキュベートした結果、K091 と RC17 の果
実は水分を失ったため、表皮にしわが確認された（Fig. 9b）。一方、
KGM942 と Ec-1 は同じ条件でインキュベートしたものの、外観はほぼ
実験開始時と同じであった（Fig. 9b）。また、乾物重量は野生型系統と
pe lg 変異体で差異は見られなかった（Fig. 10）。果実における水分透過
性、蒸散量の特性は一見矛盾しており、そのメカニズムについては更に
解析が必要である。 





Fig. 12）。遺伝的な背景の影響を受けるものの、pe lg 変異体は野生型
系統 K091 と RC17 よりも葉の表側の気孔密度が低かった（Fig. 11）。一
方、葉の裏側の気孔密度については、pe lg 変異体と野生型系統 RC17、
Ec-1 との間で差異は見られなかった（Fig. 11）。トライコームの密度は、
野生型の 3 系統、pe lg 変異体の間で、葉の表・裏面ともに差異は見ら

















なクロマトグラムである。全体的な total ion chromatograms (TICs)のパタ
ーンは、野生型系統間では類似していた（Fig. 14a-c）。しかし、pe lg 変
異体のクチン画分から得られた TIC では、リテンションインデックス (RI)






ワックス画分から得られた TICs を Fig. 15 に示した。クチン画分の分
析結果とは異なり、ワックス画分から得られた TIC のパターンは、野生







pe lg 変異体における果実クチクラ層の表現型 
本研究では、pe lg 変異体の表皮を組織学的、生理学的に解析を行っ
た。pe lg 変異体の果皮は野生型系統よりも明らかに薄く（Fig. 2e-j）、ク
チン構成要素も少ないこと（Fig. 14）が明らかになった。更に、pe lg 変異
体の果実表皮ではナリンゲニン等のフラボノイドの蓄積が抑制されてい
ることが明らかになった（Fig. 2c-d; Fig. 3）。果実のフラボノイドは、果皮
に蓄積されるため（Hunt and Baker, 1980）、フラボノイドは、pe lg 変異体
の極めて薄いクチクラ層に多く存在しないと推察される。現在までに、果
皮のフラボノイドが減少することが知られているトマトの変異体は、y と
DFD のみである（Saladié et al, 2007; Adato et al, 2009; Ballester et al, 
2010）。しかし、これらの変異体は、pe lg 変異体とは異なり、果皮のクチ
クラ層は野生型と同様に形成される。更に、pe と y については遺伝学的
な解析が行われており、これらは独立した単因子の劣性遺伝子で、pe
のほうが上位（epistatic）であることが示されている（Kerr, 1982）。従って、
pe lg は DFD, y とは異なる特性を持った、果皮のフラボノイド含量に影
響を与える新規の変異体である。 
トマトにおける lycopersicum esculentum eceriferum (lecer) 6 変異体は
C31 アルカンが果実のワックスから欠失しており、果皮における水の透
過性が上昇している。このため、赤熟果は水分が減少しており、しわが
出来ている（Vogg et al, 2004; Leide et al, 2007）。この結果は、果皮のワ
ックスのうち、長鎖のアルカンが水分の透過性および適切な蒸散の調
節に関与している可能性を示唆している。これ以外のトマトにおけるクチ
クラ層関連変異体として、pe lg 変異体と類似した cd1, cd2, cd3 変異体
が報告されている（Isaacson et al, 2009）。しかし、一連の cd 変異体は果
皮のクチクラ層のみに表現型が出ており、葉のクチクラ層に影響がない、
とされている。この点において、cd1, cd2, cd3 変異体は pe lg 変異体とは
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異なる。一連の cd 変異体のうち、cd2 変異体の果実の蒸散量は、野生
型系統と類似している。生化学的な解析によって、cd1, cd2, cd3 変異体
は、クチンの構成要素が著しく減少している一方、ワックスの総量につ
いては野生型系統 M82 と比較して、大きな差が無いことが示されてい
る（Isaacson et al, 2009）。これらの結果から、ワックスとクチンの両方が
水の透過性や日持ち性に寄与しており、また双方は物理的あるいは構
造的に相互作用することで、表皮の透過性を調節していることが示唆さ
れる。lecer6 とは異なり、pe lg 変異体は赤熟果のステージで果実にしわ
は認められない（Fig. 2b）。このため、pe lg 変異体では、葉の水分透過
性は上昇している一方（Fig. 8a-b）、クチクラ層が極めて薄いにもかかわ
らず、果実の蒸散量は野生型と同等レベルに維持されていることが明ら









pe lg 変異体における葉のクチクラ層の表現型 
TEM を用いて野生型系統と pe lg 系統の葉のクチクラ層の構造を調
査した。pe lg 変異体では、野生型と比較してクチクラ層の電子密度が低
下していた。同様に、シロイヌナズナの long-chain acyl-CoA synthetase 
(lacs) 2, glycerol-3-phosphate acyltransferase (gpat) 4/8, wax2, cyp86a2
変異体においてもクチクラ層の電子密度低下が報告されている（Chen 








結果、孔辺細胞や表皮細胞の形状が pe lg 変異体では変化していた





（Koornneef et al, 1989）であるか、あるいはクロロフィル b 含量の増加が
原因である可能性が示唆されるため、今後更なる解析が必要である。 
水分透過性、蒸散量の上昇といった生理的特性の変化は（Fig. 7; Fig. 
8）、gpat4/8, lacs2, cyp86a2, pe lg に共通してみられる表現型である。pe 
lg 変異体は、野生型系統と比較して気孔の数も差が見られないことか
ら、今回観察されたこれらの生理的変化は、クチクラ層の欠損（Fig. 2; 






























Table 1.  pe および lg 形質の分離比検定 
表現型 個体数 頻度 
PE LG 252 0.754  
pe LG 0 0.000  
PE lg 0 0.000  
pe lg 82 0.246  
Total 334   
Probabiliy for single 







Fig. 1 pe lg 変異体と野生型系統の葉、果実の新鮮重および大きさ  
a 葉の新鮮重 b 果実の新鮮重 c 葉の長さと果実の直径 
対照として野生型の 3 系統（K091, RC17, Ec-1）を用いた。KGM942 は 
pe lg 変異体である。 垂直の線は標準偏差を示している (n = 3). 異なる






Fig. 2 野生型系統と pe lg 変異体の果実の比較 
(a)野生型系統、(b)pe lg 変異体の赤熟果。(c)野生型系統、(d)pe lg 変異
体から単離した果皮。SEM で撮影した(e)野生型系統、(f)pe lg 変異体
の果皮表面。SEM で撮影した(g)野生型系統、(h)pe lg 変異体の果皮断
面。光学顕微鏡で観察した(i)野生型系統、(j)pe lg 変異体の果皮断面。
Arrowhead, arrow はそれぞれ表皮細胞、クチクラ層を示す。スケールバ
ーは、(a-d) 1 cm, (e-j) 50 µm を示す。 




Fig. 3  野生型系統および pe lg 変異体における赤熟果果皮のナリンゲ
ニン含量  
垂直の線は標準偏差を示す（n = 3）。異なるアルファベットは差が Tukey 






Fig. 4 野生型系統 RC17 と pe lg 変異体の葉の比較 
(a)野生型系統と(b)pe lg 変異体の 5 番目に展開している葉の写真。
SEM で撮影した(c)野生型系統と(d)pe lg 変異体の葉表面。はめ込み写







Fig. 5 野生型系統と pe lg 変異体のクロロフィル含量 
垂直の線は標準偏差を示す（n = 5）。異なるアルファベットは差が Tukey 






Fig. 6 野生型系統および pe lg 変異体の葉の断面 
 (a-d)光学顕微鏡による葉の断面の観察 (e-l)TEM による葉表面(e-h)および
葉裏面(i-l)の表皮断面の観察。 
Cuticle proper は黒矢印で示し、クチクラ層は白矢印で示す。スケールバーは





Fig. 7  葉および果実の水分浸透性の比較 
(a,c) 野生型系統および(b, d) pe lg 変異体の TB 染色パターン。 





Fig. 8 野生型系統と pe lg 変異体との蒸散量の比較  
(a) 野生型 3 系統と pe lg 変異体の新鮮重の減少率。垂直の線は標準
偏差を示す（n = 5）。検定は時間ごとに行い、異なるアルファベットは差
が Tukey HSD 検定により有意水準 5%で有意であることを示す。(b)野




Fig. 9 野生型系統と pe lg 変異体の赤熟果における蒸散特性の比較 
(a)野生型系統と pe lg 変異体の赤熟果における新鮮重の減少率。垂直
の線は標準偏差を示す（n = 5）。検定は時間ごとに行い、異なるアルフ
ァベットは差が Tukey HSD 検定により有意水準 5%で有意であることを
示す。(b) 6 日経過後の野生型系統と pe lg 変異体の果実。スケールバ





Fig. 10 野生型系統と pe lg 変異体の乾物率 
垂直の線は標準偏差を示す（n = 5）。異なるアルファベットは差が Tukey 





Fig. 11 野生型系統と pe lg 変異体の気孔密度 
垂直の線は標準偏差を示す（n = 5）。異なるアルファベットは差が Tukey 





Fig. 12 野生型系統と pe lg 変異体のトライコーム密度 
垂直の線は標準偏差を示す（n = 5）。異なるアルファベットは差が Tukey 





Fig. 13 野生型系統および pe lg 変異体の葉を用いたクロロフィル溶出
試験   
野生型系統および pe lg 変異体の葉を 80%エタノール中に 8 時間浸漬







Fig. 14 クチン画分の total ion chromatograms (TICs)  
(a) Ec-1, (b) K091, (c) RC17, (d) KGM942 の TIC。X 軸はリテンションタイムを示し、Y









































取 得 し た Retention index を NIST/EPA/NIH mass spectral library 







n-Tritriacontane 3300.0  
Triacontane 2999.4  
alpha-Tocopherol 3152.4  




n-Octadecanoic acid 2236.0  
Linoleic acid 2208.0  
n-Nonacosane 2900.1  
n-Hentriacontane 3100.2  
n-Hexadecanoic acid 2039.2  
n-Dotriacontane 3199.8  
Citric acid 1800.4  
16-Hydroxyhexadecanoic acid 2379.5  
πEudesmol 1765.3  
n-Tetradecanoic acid methyl ester 1721.5  
n-Tetracosanoic acid 2828.7  
n-Tetracosanoic acid methyl ester 2729.5  
Stigmasterol 3316.8  
beta-Sitosterol 3382.1  
Phosphoric acid 1261.6  
4-Oxo-pentanoic acid, ethyl ester 1061.5  
Mannose, 6-deoxy- 1608.6  
Hexanoic acid 1070.5  
16-hydroxy-hexadecanoic acid, methyl ester 2272.9  
n-Hexadecanoic acid methyl ester 1924.3  
n-Heptadecanoic acid methyl ester 2024.9  
Glycine 1227.9  
1,6-Anhydro-beta-D-Glucose 1693.6  
1-O-methyl-, alpha-D-Glucopyranoside 1864.9  
Ethyl Laurate 1990.5  
n-Eicosanoic acid methyl ester 2326.5  
Linolenic acid methyl ester 2107.3  













Fig. 15 ワックス画分の total ion chromatograms (TICs)  
(a) Ec-1, (b) K091, (c) RC17, (d) KGM942 の TIC。X 軸はリテンションタイムを示し、




第 2 章 pe/lg 形質の原因遺伝子の単離 
2-1 緒言 







が示唆された。本章では、pe および lg の原因遺伝子を同定するため、
pe lg 形質をラフマッピングして、原因遺伝子が第 1 染色体長腕に座乗
することを明らかにした。更に Introgresion Line (IL)を用いたファインマッ
ピングを行い、pe 形質の原因がタイプ IV のホメオドメインロイシンジッ
パー（HD-ZIP IV ）型の転写因子 CD2 の変異にあるという報告
（Nadakuduti et al, 2012）の検証を行った。また、pe 形質と lg 形質が
CD2 遺伝子の変異に起因するか検証するため、CD2 遺伝子の発現抑
制系統を作出し、表現型の解析を行った。その結果、CD2 遺伝子発現





pe lg 変異体の原因遺伝子を同定するため、pe lg 変異体である





Solanum. pennellii の染色体に置換された IL1-2（Eshed and Zamir, 1994）
と KGM942 を交配して、F2 分離集団を作出した。 
 
PE LG 遺伝子のマッピング 
これまでの報告では、PE LG 遺伝子は第 1 染色体に座乗するとされて
いる（Kerr , 1982）。PE LG 遺伝子の位置を決定するため、KGM942 とレ
ジナを交配して得られた F2 分離集団を 334 個体栽培し、第 1 染色体に
座乗する 3 個のマーカー（C2_At2g38730, C2_At3g04710, SSR222）でタ
イピングを行った（Table 3）。PE LG 遺伝子をファインマッピングするため、
KGM942 と IL1-2 を交配して得られた F2 分離集団を 336 個体栽培し、S. 





するため、CD2 遺伝子の完全長 cDNA クローンを、データベース
MiBase（Yano et al, 2006）を通して取得した（LEFL2020A13, NBRP）。完
全長 cDNA クローンを鋳型として、2 個の遺伝子特異的プライマー
CD2AS-F: TTTGAGCTCATGAATTTTGGGGGTTTTCT,  CD2AS-R: 
TTTGGATCCTTAGCTTTCGCATTGAAGTG を用いて、翻訳領域を
PCR で増幅させた。増幅断片は制限酵素 BamHI, SacI で消化し、
MiniElute（QIAGEN）で精製した。バイナリーベクターpBI121 もまた
BamHI, SacI で消化し、Antarctic Phosphatase（New England BioLab）で
DNA 末端を脱リン酸化した。酵素処理されたベクター DNA を、
QIAEXII Gel Extraction kit（QIAGEN）を用いて精製した。精製された
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PCR 断片と pBI121 は DNA Ligation Kit LONG を用いてライゲーション
反応を行った。完成したコンストラクトは pBI-CD2-AS とした。 
pBI-CD2-AS は Agrobacterium tumefaciens GV2205 に freeze thaw 
method （An et al, 1988）で導入した。コンストラクトはアグロバクテリウム
法によって、Micro-Tom に導入した（Sun et al, 2006）。形質転換した植
物体は、100 mg / L のカナマイシンを含む Murashige-Skoog （MS）培地
下で選抜を行い、形質転換体を作出した後に Cytofluorometer で 2 倍体




RNeasy Plant Mini Kit （QIAGEN）を用いて全 RNA を抽出した。cDNA
は 1μg の全 RNA より ReverTra Ace qPCR RT Kit （TOYOBO）を用いて
合成した。RT-PCR は KOD-FX を用いてサーマルサイクラーを以下の
条件で動作させた；94℃2 分で DNA 変性後、98℃10 秒、59℃30 秒、
68℃1 分を 30 サイクル。対照として全組織で発現している Actin 遺伝子
を以下の遺伝子特異的プライマーで増幅させた； 
Tom52F: CCTAGTATTGTGGGACGTCC  
Tom52R: TAGATCCTCCGATCCAGACA 









CD2 遺伝子の mRNA の蓄積量は、QIAXcel （QIAGEN）で増幅され




クロロフィル含量は Porra らの方法に基づいて行った（1989）。100-200 
mg の成熟した葉の断片を温室内で栽培している異なる個体からサンプ
リングした。葉の断片は 3ml の N,N-ジメチルホルムアミドに浸漬し、4℃
で一晩静置した。葉のクロロフィル含量は以下の数式で換算した； 
Total micrograms of chlorophyll a = 12.00*Abs664-3.11*Abs647 




測定（Kimbara et al, 2012）、トルイジンブルー（TB）テストを行った
（Tanaka et al, 2004）。蒸散量の測定では葉のサンプリングの前に、気孔
を閉じさせるために 500 mg/L のアブシジン酸（ABA）を葉に施用した。5
枚の成熟した葉をサンプリングし、25 ℃、暗条件にて 0, 1, 2, 3 時間後
の新鮮重を測定した。TB テストは、葉を 0.05 %の TB 水溶液に 1 時間
浸漬することで行った。トマトの葉は疎水性が極めて高いため、0.05 %
の Nonidet P-40 を TB 水溶液に添加下した。 









果実のクチクラ層は、Buda et al の方法（2009）に基づいて SudanIV 染
色を行い、観察を行った。透過型電子顕微鏡 （TEM）による観察は、





コンダクタンス（Gs）、蒸散速度（E）を 9:00 から 12:00 までの間に光合成
有効光量子束密度（PPFD）が 0, 50, 100, 200, 500, 1,000, 1,500 μmolm-
2
s
-1 の条件下で測定を行った。測定の間、相対湿度は 70 ％、CO2 濃度
は 350ppm、葉面温度は 28±0.5℃の環境を維持した。水利用効率
（WUE）は(光合成速度 A) /（蒸散速度 E）を求めることによって算出した。
AS38 の T1 世代を CD2 遺伝子発現抑制系統として用いた。 
 
気孔密度の測定 
成熟した葉を走査型電子顕微鏡（SEM, 300 倍、TM-1000, Hitachi 
High-technologies, Japan）を用いて、観察した。5 個体の植物体からサン
プリングした葉を用いて表面、裏面ともに 0.36mm2 の領域を撮影した。




比較は、分散分析（ANOVA）、次いで Tukey  HSD にて多重比較（p < 






pe lg 遺伝子のファインマッピング 
過去の文献では、pe と lg は分離することが報告されていることに加え、
PE は第 1 染色体の長腕に座乗することが示唆されている。一方、第 1
章における研究の結果、KGM942 の pe と lg は同一の単因子劣性形質
であることが示唆されている。本研究で得られた知見を検証するため、
pe lg 変異体 KGM942 と野生型系統レジナを交配し、F2 分離集団を作
出した。334 個体からなる F2 分離集団のうち、82 個体が淡緑色の葉、
薄い果皮という典型的な pe lg の表現型を示した。これらの 82 個体に対
して、KGM942 とレジナの間で多型が認められ、第 1 染色体の長腕に
座乗する 3 個のマーカー（Table 3）を用いて遺伝子型のタイピングを行
った。C2_At2g38730 (92.5 cM), C2_At3g04710 (95cM), SSR222 (97.5 
cM)の組み換え価は それぞれ 0.130, 0.154, 0.154 であった。このため、
pe lg 形質の原因遺伝子は、C2_At2g38730 よりも動原体側にあることが
明らかになった。 
PE LG 遺伝子をファインマッピングするため、KGM942 と第 1 染色体
の動原体から 92.7cM までの領域が S. pennellii の染色体に置換された
IL1-2 との交配から得られた F2 分離集団を作成した。1,600 を超える個
体を調査した結果、pe と lg は完全に連鎖しており、336 個体の pe lg 形
質を示す個体が得られた。これらの F2 個体に対して、第 1 染色体の 55
から 73cM までに座乗する 12 個のマーカー（Table 4）で、遺伝子型のタ
イピングを行った。 
その結果、solcap_snp_sl_100409, Solyc01g091500_1, C2_At3g61140, 
Solyc01g091720_1 は pe lg 形質と完全に連鎖した。絞り込まれた領域
は、第 1 染色体長腕の、462.3kb の領域であった（Fig. 16）。Sol 
Genomics Network （SGN）で公開されている情報に基づくと、この領域





過性が上昇している、という点で pe lg 変異体と類似しているため、PE と
LG は同一因子であり、CD2 遺伝子の変異がその表現型の原因である
ことが示唆された。この仮説を検証するため、CD2 遺伝子のゲノム配列
を KGM942 とレジナで比較したところ、KGM942 において、8 番目のエ
クソンに 1 塩基の挿入を見出した（Fig. 16）。この挿入によって、以降の
領域にフレームシフトが起こり、アミノ酸配列が異常となり、662 番目の
アミノ酸で停止コドンが出現することが予測された。 
仮に pe と lg が CD2 遺伝子の変異によって引き起こされるとすると、
CD2 遺伝子は葉と果実の両方で発現しているはずである。このことを検
証するため、各組織から抽出した RNA を用いて RT-PCR を行い、CD2
遺伝子の転写の有無を確認した結果、葉、果実を含むすべての組織で、
CD2 遺伝子の発現が認められた（Fig. 17）。 
ファインマッピングの結果と RT-PCR の結果より、pe lg 形質は、CD2






計 18 の形質転換体を作出し、それぞれの CD2 遺伝子の発現レベルを
T0 世代で調査した。Fig. 18a に示したように、CD2 遺伝子の発現量は
AS12, AS16, AS17, AS18 で大幅に減少していた。これらの系統のうち、




CD2 遺伝子発現抑制系統の若い葉は、pe lg 変異体である KGM942
と同様に淡緑色をしていた（Fig. 18b）。この表現型の原因を解明するた
め、葉のクロロフィル含量を測定した。野生型の Micro-Tom と抑制系統


































度が有意に高まっていた（Fig. 22b）。それゆえ、水利用効率は CD2 遺
伝子発現抑制系統で低下していた（Fig. 22c）。なお、気孔の密度は、








発現抑制系統 AS17 の果実の蒸散量は Micro-Tom と差が無かった
（Fig. 25a）。同様に抑制系統 AS16 は、最終的な蒸散量が Micro-Tom
と差がなかった（Fig. 25a）。これらの結果は、葉で得られた結果（Fig. 
21a）とは異なる傾向を示していた。また、緑熟果を用いて TB テストを行









込まれた領域は、第 1 染色体長腕の 462.3 kb 以内の領域であった（Fig. 
16）。当該領域はクチクラ層の形成に深く関与している CD2 遺伝子を含
んでいたため、CD2 遺伝子領域のゲノム配列を解析した。その結果、
Nadakuduti（2012）が報告したように、pe lg 変異体の CD2 遺伝子の翻
訳領域に、フレームシフトを引き起こす 1 bp の挿入が確認できた。そこ
で、野生型の Micro-Tom で、CD2 遺伝子の発現抑制系統を作出し（Fig. 
18）、pe lg 形質を再現できるかの検証を行った。CD2 遺伝子発現抑制
系統は、葉において、蒸散量、水分浸透性が、果実において水分浸透
性が上昇していた（Fig. 21a; Fig. 25a）。水の透過性が上昇する表現型
は、cd2, pe lg 変異体双方でも同様に確認されている（Isaacson et al, 
2009; Kimbara et al, 2012; Nadakuduti et al, 2012）。CD2 遺伝子発現抑
制系統は、野生型の Micro-Tom よりもわずかに気孔の数が少なかった







薄くなっていた。これは、これまでの cd2, pe lg 変異体が示す表現型と一









い た め （ Fig. 19 ） 、 ア ン ト シ ア ニ ン の 欠 失 で あ る 可 能 性 が 高 い




















ID は SGN データベースにおけるマーカーの ID を示す。Map position は、EXPEN2000 より引用した染色体の遺伝距離の数値
を適用している。Genomic location は、マーカーが座乗する物理位置を示している。Anealing temperature は PCR を行う際のア
ニーリング温度、Restriction enzyme は増幅断片を記載されている制限酵素で切断することで多型の検出が可能であることを示














C2_At2g38730 SGN-M4700 92.5 cM
SL2.40ch01
79361300..79366355
AGCGGACCAAACACTAATGGATG AGCCACATTCTCAATCTTCCTGAC 55 Alu I
C2_At3g04710 SGN-M7614 95.0 cM
SL2.40ch01
79886766..79897350
AGGGTGCAGATCCTGCAATACCCAG GAAGTTCAAGTTGTAAATATTGGCCAT 55 Amplicon
SSR222 SGN-M895 97.5 cM TCTCATCTGGTGCTGCTGTT TTCTTGGAGGACCCAGAAAC 55 Amplicon
53 
 
Table 4 ファインマッピングに用いたマーカー 
 
 
ID は SGN データベースにおけるマーカーの ID を示す。Map position は、EXPEN2000 より引用した染色体の遺伝距離の数値
を適用している。Genomic location は、マーカーが座乗する物理位置を示している。Anealing temperature は PCR を行う際のア
ニーリング温度、Restriction enzyme は増幅断片を記載されている制限酵素で切断することで多型の検出が可能であることを示













C2_At2g45200 SGN-M7525 92.5 cM
SL2.40ch01
76487073..76494466
TCTAAGGATCTGAGTATGGAGATACTGC ATCCTAAAGTTGGGGAACCAGCTTCT 65 Taq I
C2_At3g60740 SGN-M8106 95.0 cM
SL2.40ch01
76562622..76563518
ATTATGCAAAATTCTTTGAAGAACC GATAACCCTGAAGAAAGAGATGTTGA 55 Pst I





C2_At1g48050 SGN-M6818 58.0 cM
SL2.40ch01
76756682..76759060








TGCTGTTGTGGACCATCATGAG GGTATGATTGAGAAACTGACTCCT 60 Dra I






C2_At3g61140 SGN-M8141 62.5 cM
SL2.40ch01
77007283..77009949




CAGAGATGTGACATTGACAACTTG CGTCCTCTGACTTTCACATAGTC 60 Sca I
C2_At2g45670 SGN-M7533 68.7 cM
SL2.31ch01
77246071..77256394
ACTGGACATGCTGTTGCAACTGC GTTTCAGTCTTAAGACCTTGAGGAAG 60 Taq I
C2_At2g45620 SGN-M7531 69.2 cM
SL2.40ch01
77331455..77336439
AAGGATGTTCAAGGAATGCCTGG CATATGTCGCAAGATATCCCAGTT 65 Dra I









Fig. 16 pe lg 遺伝子のファインマッピング 







Fig. 17 植物体組織における CD2 遺伝子の発現量 
全 RNA から合成された cDNA を鋳型として、Actin および CD2 遺伝子
を増幅した。CD2 遺伝子の発現レベルは、Actin 遺伝子と比較した相対
的な値で示している。垂直の線は標準偏差を示す（n = 3）。異なるアル







Fig. 18 CD2 遺伝子発現抑制系統の作出 
(a) CD2 遺伝子発現抑制系統における CD2 遺伝子の発現レベル。CD2 遺
伝子の発現レベルは Actin 遺伝子の発現量と比較した相対値で示した。垂
直の線は標準偏差を示す（n = 3）。異なるアルファベットは差が Tukey HSD
検定により有意水準 5%で有意であることを示す（ANOVA 及び; p < 0.05）。
(b)苗および(c)成熟期の Micro-Tom および CD2 遺伝子発現抑制系統。左





Fig. 19 Mico-Tom および CD2 遺伝子発現抑制系統のクロロフィル含
量 
垂直の線は標準偏差を示す（n = 5）。異なるアルファベットは差が Tukey 





Fig. 20 Micro-Tom および CD2 遺伝子発現抑制系統の葉の表皮断面 
(a-d)葉の表面の表皮断面。（e-h）葉の裏面の表皮断面。Cuticle proper は






Fig. 21 葉の水分透過性 
(a)Micro-Tom と CD2 遺伝子発現抑制系統における新鮮重の減少率。垂直
の線は標準偏差を示す（n = 5）。検定は時間ごとに行い、異なるアルファベッ
トは差が Tukey HSD 検定により有意水準 5%で有意であることを示す。







Fig. 22 光合成能力および水利用効率 
野生型系統と CD2 遺伝子発現抑制系統の(a)光合成速度 (b)蒸散
速度 (c)水利用効率。野生型系統として Micro-Tom、CD2 遺伝子発
現抑制系統として AS38 を用いた。垂直の線は標準偏差を示す（n = 







Fig. 23 Micro-Tom と CD2 遺伝子発現抑制系統 AS38 の気孔密度 
垂直の線は標準偏差を示す（n = 5）。異なるアルファベットは差が Tukey 





Fig. 24 Micro-Tom および CD2 遺伝子発現抑制系統の赤熟果 
(a) Micro-Tom および CD2 遺伝子発現抑制系統（AS16, AS17, AS38）の果
実外観。(b) Micro-Tom と抑制系統の果皮断面。スケールバーは(a) 1 cm






Fig. 25 Micro-Tom と CD2 遺伝子発現抑制系統の果実における水分透過
性 
(a) Micro-Tom および抑制系統（AS16, AS17, AS38）の果実における新鮮重
の減少率。垂直の線は標準偏差を示す（n = 5）。検定は時間ごとに行い、異
なるアルファベットは差が Tukey HSD 検定により有意水準 5%で有意である
ことを示す。(b) Micro-Tom および抑制系統（AS16, AS17, AS38）の果実の




第 3 章 CD2 遺伝子の変異が果実代謝産物に与える影響 
3-1 緒言 
第 1 章で、トマト pe lg 変異体は葉および果実のクチクラ層に異常が生
じていることを明らかにした。更に、第 2 章ではこの pe lg 形質が、CD2
遺伝子領域における 1 塩基挿入により引き起こされていること、CD2 遺







増加していた（Isaacson et al, 2009）。また、pe 変異体でも同様に 10, 16-
ジヒドロキシヘキサデカン酸の減少が確認された上、それ以外の脂肪
酸、フェニルプロパノイド、アルカンについても組成、量が変化しているこ
とが報告された（Nadakuduti et al, 2012）。第 1 章で得られた結果より、























第 1 章で用いた栽培種トマト（Solanum lycopersicum）の pe lg 変異体
KGM942、野生型系統 K091, RC17, Ec-1 を以降の分析に供試した。植








して、赤熟果の果肉を約 1 g 採取して、ジルコニアビーズ（YTZ ボー
ル φ5 mm、ニッカトー）を入れた 2 ml のチューブに入れ、速やかに液
体窒素で凍結させた。サンプルは粉砕後、凍結乾燥を行った。乾燥さ
せたサンプルのうち、2 mg を GC-MS, LC-q-TOF-MS 分析へ供試した。

























GC-TOF-MS, LC-q-TOF-MS, HPLC の分析条件については、末尾







GC-TOF-MS, LC-q-TOF-MS, HPLC から得られたデータの処理方
法については、末尾の Appendix に詳細を記載した。得られたデータ
は、MetMask （Redestig et al, 2009）を用いて統合した。全てのデータ
は、以降の解析に用いる前に、そのデータ分布を補正し、正規分布と
して扱えるように log2 あるいは log10 変換させた。主成分分析
（principal component analysis, PCA）は、SIMCA-P+ 13.0 (Umetrics 
AB, Sweden)を用いて log10 変換したデータを用いて、観測数 40 サン
プル, 変数 2,527 ピークの条件にて行った。群間の平均値の比較は、





















ある。得られた結果をもとに、第 1 主成分と第 2 主成分におけるサンプ
ルの分布を可視化した（Fig. 26）。同一系統内のばらつきは少なく、それ
ぞれの系統間に明確な差がみられた。cd2 変異体と野生型 3 系統は、










に起因する差異がみられるものがあるものの、cd2 変異体と野生型 3 系
統の間で平均値に有意差のある化合物はみられなかった。一方、糖脂















ニンカルコン（Adato et al, 2009; Ballester et al, 2010）については、y 変異




























に cd2 変異体に特異的と考えられる差異がみられた（Table 10）。 
 
3-4 考察 












因する可能性がある。特に MGDG は、DAG と UDP-ガラクトース、
DGDG は MGDG と UDP-ガラクトースから合成され、SQDG は DAG と


















置している（Slimestad et al, 2009）。一般的に、トマト果実におけるフラボ
ノイドは果皮に存在するナリンゲニン、ナリンゲニンカルコンであり、果
肉には少量のルチンが存在するのみである（Muir et al, 2001; Bovy et al, 
2002; Verhoeyen et al, 2002）。しかし、cd2 変異体の果皮におけるナリン







である ANTHOCYANINLESS (ANL) 2 遺伝子は、葉におけるアントシア









報告がなされた（Mintz-Oron et al, 2008）。よって、変異体におけるグリコ
アルカロイドは、クチクラ層の構造的な変化と関係があると考えられる。 
一方、果実の固形分のうち、25%を占めるフルクトース、22%を占める













Fig. 26 代謝産物プロファイルから得られた PCA スコアの散布図 
それぞれの点は個々のサンプルを示す。青い丸は Ec-1、緑の四角は








































全てのデータは log2 変換した。品種間異なるアルファベットは差が Tukey HSD 検
定による有意水準 5%で有意であることを示している。太字で示した代謝産物は、
cd2 変異体 KGM942 と野生型 3 系統の間で有意差のあるものを示している。 
略語: DAG, diacylglycerol; TAG, triacylglycerol; MGDG, monogalactosyl diacyl 
glycerol; DGDG, digalactosyl diacyl glycerol; SQDG, sulfoquinovosyl 
diacylglycerol; PC, phosphatidylcholine; PE, phosphatidylethanolamine; PG, 
phosphatidylglycerol; PI, phosphatidylinositol. 
Metabolite Method
Fatty acids
Linoleic acid GC 31.21 ± 0.78 a 30.74 ± 0.89 a 30.26 ± 0.47 a 30.95 ± 0.50 a
Palmitic acid GC 25.30 ± 0.95 a 24.94 ± 1.13 a 24.39 ± 0.64 a 25.10 ± 0.66 a
Acyl glycerols
DAG_34:2 LC1 -2.38 ± 0.14 b -2.66 ± 0.14 a -2.39 ± 0.19 b -2.25 ± 0.32 b
DAG_34:3 LC1 -4.29 ± 0.16 b -4.08 ± 0.24 b -4.61 ± 0.16 a -3.70 ± 0.40 c
DAG_36:4 LC1 -3.71 ± 0.17 b -4.25 ± 0.08 a -3.92 ± 0.14 b -3.92 ± 0.42 b
DAG_36:5 LC1 -4.95 ± 0.10 a -5.01 ± 0.14 a -5.22 ± 0.25 a -4.61 ± 0.41 b
TAG_50:2 LC1 -5.06 ± 0.27 b -4.98 ± 0.28 b -5.83 ± 0.45 a -5.25 ± 0.86 ab
TAG_52:3 LC1 -6.84 ± 0.36 a -7.52 ± 0.52 a -7.26 ± 0.45 a -7.20 ± 1.24 a
TAG_52:4 LC1 -3.11 ± 0.33 a -3.51 ± 0.32 a -3.34 ± 0.59 a -3.76 ± 0.97 a
TAG_52:5 LC1 -2.90 ± 0.26 ab -2.63 ± 0.33 b -3.26 ± 0.77 ab -3.63 ± 0.86 a
TAG_54:6 LC1 -3.50 ± 0.38 b -4.38 ± 0.43 ab -3.61 ± 0.63 b -4.52 ± 1.18 a
TAG_54:7 LC1 -2.53 ± 0.22 b -2.80 ± 0.37 b -2.92 ± 0.73 ab -3.65 ± 0.96 a
TAG_54:8 LC1 -3.10 ± 0.23 b -3.12 ± 0.32 b -3.61 ± 0.77 ab -4.05 ± 0.90 a
Glycolipids
Campesteryl (6'-O -palmitoyl) glucoside LC1 -4.14 ± 0.12 a -3.36 ± 0.13 c -3.94 ± 0.15 b -3.18 ± 0.11 d
MGDG_34:3 LC1 -5.28 ± 0.14 a -4.09 ± 0.32 b -3.94 ± 0.31 b -3.48 ± 0.24 c
MGDG_36:4 LC1 -2.60 ± 0.21 b -3.74 ± 0.42 a -3.55 ± 0.35 a -1.71 ± 0.58 c
MGDG_36:5 LC1 -2.65 ± 0.20 b -3.26 ± 0.39 a -3.32 ± 0.37 a -1.35 ± 0.42 c
MGDG_36:6 LC1 -1.80 ± 0.14 a -0.94 ± 0.28 b -0.48 ± 0.20 c 0.27 ± 0.15 d
DGDG_34:1 LC1 -7.03 ± 0.29 b -7.85 ± 0.41 a -6.51 ± 0.36 c -5.75 ± 0.58 d
DGDG_34:2 LC1 -2.97 ± 0.15 c -3.80 ± 0.34 a -3.44 ± 0.24 b -2.51 ± 0.37 d
DGDG_34:3 LC1 -4.06 ± 0.13 a -3.12 ± 0.27 b -2.61 ± 0.26 c -1.90 ± 0.15 d
DGDG_36:3 LC1 -6.15 ± 0.09 a -5.79 ± 0.14 b -5.43 ± 0.28 c -4.11 ± 0.14 d
DGDG_36:4 LC1 -5.09 ± 0.21 b -6.12 ± 0.31 a -5.69 ± 0.22 a -3.98 ± 0.64 c
DGDG_36:5 LC1 -4.64 ± 0.24 b -5.78 ± 0.43 a -5.31 ± 0.43 a -3.14 ± 0.53 c
DGDG_36:6 LC1 -3.65 ± 0.14 a -3.16 ± 0.23 b -2.53 ± 0.19 c -1.19 ± 0.14 d
beta-Sitosteryl (6'-O-linolenoyl) glucoside LC1 -4.64 ± 0.24 a -4.79 ± 0.30 a -3.94 ± 0.21 b -3.90 ± 0.21 b
beta-Sitosteryl (6'-O -linoleoyl) glucoside LC1 -5.95 ± 0.15 b -6.12 ± 0.20 ab -6.18 ± 0.22 a -4.77 ± 0.28 c
beta-Sitosteryl (6'-O-palmitoyl) glucoside LC1 -1.98 ± 0.16 a -2.03 ± 0.25 a -1.45 ± 0.13 b -1.30 ± 0.15 b
Sitosteryl glucoside LC1 -4.63 ± 0.20 a -4.79 ± 0.35 a -4.20 ± 0.13 b -4.23 ± 0.31 b
SQDG_34:3 LC1 -5.65 ± 0.19 a -5.20 ± 0.21 b -5.20 ± 0.16 b -4.34 ± 0.15 c
Phospholipids
lysoPC_16:0 LC1 -5.33 ± 0.29 a -5.38 ± 0.19 a -4.98 ± 0.21 b -4.34 ± 0.20 c
PC_34:1 LC1 -2.08 ± 0.33 b -2.28 ± 0.53 ab -2.57 ± 0.24 a -1.97 ± 0.40 b
PC_34:2 LC1 1.86 ± 0.14 a 1.93 ± 0.10 a 1.96 ± 0.19 a 2.02 ± 0.09 a
PC_34:3 LC1 -0.24 ± 0.15 a 0.59 ± 0.21 b -0.21 ± 0.18 a 0.39 ± 0.11 b
PC_34:4 LC1 -6.42 ± 0.16 a -5.73 ± 0.18 b -5.16 ± 0.38 c -5.14 ± 0.33 c
PC_36:2 LC1 -1.78 ± 0.18 b -1.99 ± 0.10 a -2.12 ± 0.17 a -1.72 ± 0.14 b
PC_36:3 LC1 -2.24 ± 0.35 a -2.15 ± 0.42 a -1.92 ± 0.17 ab -1.65 ± 0.44 b
PC_36:4 LC1 1.26 ± 0.18 a 1.34 ± 0.09 ab 1.47 ± 0.17 b 1.43 ± 0.12 ab
PC_36:5 LC1 -0.30 ± 0.14 a 0.46 ± 0.19 c -0.05 ± 0.16 b 0.31 ± 0.09 c
PC_36:6 LC1 -3.92 ± 0.21 a -2.51 ± 0.37 c -3.31 ± 0.20 b -2.61 ± 0.11 c
PE_34:2 LC1 -0.80 ± 0.10 a -0.63 ± 0.09 b -0.39 ± 0.14 c -0.20 ± 0.10 d
PE_34:3 LC1 -3.19 ± 0.16 a -2.51 ± 0.23 b -3.16 ± 0.16 a -2.41 ± 0.13 b
PE_36:2 LC1 -5.02 ± 0.16 a -4.96 ± 0.09 a -4.94 ± 0.15 a -4.52 ± 0.13 b
PE_36:3 LC1 -6.30 ± 0.35 a -6.22 ± 0.26 a -5.16 ± 0.25 b -5.41 ± 0.52 b
PE_36:4 LC1 -1.89 ± 0.14 a -1.52 ± 0.08 b -1.32 ± 0.16 c -1.22 ± 0.15 c
PE_36:5 LC1 -3.94 ± 0.14 a -3.20 ± 0.20 b -3.76 ± 0.18 a -3.29 ± 0.19 b
PG_34:2 LC1 -6.26 ± 0.23 a -6.48 ± 0.19 a -6.30 ± 0.20 a -5.47 ± 0.37 b
PG_34:3 LC1 -7.39 ± 0.23 a -6.65 ± 0.34 b -5.74 ± 0.11 c -5.46 ± 0.30 c
PI_34:2 LC1 -3.46 ± 0.15 a -3.40 ± 0.09 a -3.23 ± 0.12 b -3.00 ± 0.18 c
PI_34:3 LC1 -5.18 ± 0.21 a -4.76 ± 0.24 b -5.22 ± 0.14 a -4.23 ± 0.15 c
Arbitrary unit (AU) ±SD
Ec-1 RC17 K091 KGM942
75 
 

























が Tukey HSD 検定による有意水準 5%で有意であることを示している。太字で示した
代謝産物は、cd2 変異体 KGM942 と野生型 3 系統の間で有意差のあるものを示し
ている。 




Kaempferol-3-O -rutinoside LC2 -5.30 ± 0.29 a -4.05 ± 0.80 b -4.01 ± 0.72 b -1.36 ± 0.31 c
Kaempferol-hexose-deoxyhexose-pentose LC2 -4.46 ± 0.82 a -4.20 ± 0.68 a -3.89 ± 0.57 a -4.14 ± 0.26 a
Naringenin or Naringenin chalcone LC2 -1.45 ± 1.03 b -0.22 ± 1.77 bc -5.43 ± 0.10 a 0.86 ± 0.53 c
Naringenin dihexose LC2 -4.96 ± 0.67 a -3.82 ± 0.66 b -5.44 ± 0.10 a -1.50 ± 0.30 c
Quercetin-dihexose-deoxyhexose LC2 -5.23 ± 0.32 a -4.30 ± 0.95 b -2.79 ± 0.76 c -0.76 ± 0.42 d
Quercetin-hexose-deoxyhexose-pentose LC2 -1.23 ± 0.83 a -0.93 ± 0.81 a -1.34 ± 0.67 a -1.22 ± 0.22 a
Rutin LC2 -1.24 ± 1.01 a 0.59 ± 0.77 b -0.12 ± 0.72 b 2.09 ± 0.15 c
Alkaloids
Acetoxyesculeoside B LC2 -5.58 ± 0.58 a -4.52 ± 0.51 b -5.29 ± 0.40 a -3.92 ± 0.28 c
Acetoxy-hydroxytomatine isomer #1 LC2 -6.31 ± 0.03 a -6.22 ± 0.14 a -6.29 ± 0.03 a -4.61 ± 0.36 b
Acetoxytomatine_1 LC2 -6.31 ± 0.03 a -6.15 ± 0.19 a -6.29 ± 0.03 a -5.51 ± 0.33 b
Acetoxytomatine_2 LC2 -6.26 ± 0.11 a -5.30 ± 0.65 b -5.87 ± 0.44 ab -5.44 ± 0.40 b
Alpha-tomatine
alpha-tomatine isomer
LC2 -6.31 ± 0.03 a -5.65 ± 0.63 b -6.29 ± 0.03 a -3.09 ± 0.50 c
Dehydro lycoperoside G/F or
dehydroescu leoside A (isomer #1 ,#2 ,#3)
LC2 -5.87 ± 0.43 a -4.91 ± 0.50 b -5.00 ± 0.35 b -3.89 ± 0.28 c
Dehydrotomatidine (Tomatidenol)_1 LC2 -6.31 ± 0.03 a -6.29 ± 0.04 a -6.29 ± 0.03 a -5.15 ± 0.42 b
Dehydrotomatidine (Tomatidenol)_2 LC2 -6.30 ± 0.03 a -6.24 ± 0.16 a -6.29 ± 0.03 a -6.27 ± 0.05 a
Dehydrotomatine i somer #1,#2,#3,#4,#5,#6 LC2 -6.31 ± 0.03 a -6.29 ± 0.04 a -6.29 ± 0.03 a -5.84 ± 0.43 b
Esculeoside B isomer 1 ,2 ,3 ,4 LC2 -6.31 ± 0.03 a -6.29 ± 0.04 a -6.29 ± 0.03 a -5.37 ± 0.94 b
Hydroxytomatine isomer #1,#2,#3,#4,#5,#6,#7 LC2 -5.53 ± 0.51 a -4.44 ± 0.40 c -4.94 ± 0.25 b -4.25 ± 0.28 c
Lycoperoside G/F or
escu leoside A + hexose -  pentose
LC2 -6.23 ± 0.18 a -5.73 ± 0.43 b -6.06 ± 0.31 ab -5.08 ± 0.32 c
Lycoperoside G/F or esculeoside A
+ hexose (isomer #1,#2,#3,#4,#5,#6)
LC2 -5.73 ± 0.73 a -4.73 ± 0.59 b -5.28 ± 0.45 ab -5.48 ± 0.23 a
Tomatidine,Tomatidine isomer LC2 -6.28 ± 0.10 a -4.50 ± 0.82 b -6.29 ± 0.03 a -2.20 ± 0.42 c
UGA 8 LC2 -6.31 ± 0.03 a -5.93 ± 0.56 b -6.28 ± 0.03 ab -6.17 ± 0.22 ab
UGA 10 LC2 -6.31 ± 0.03 a -6.26 ± 0.08 a -6.27 ± 0.05 a -5.19 ± 0.71 b
Arbitrary unit (AU) ±SD
Ec-1 RC17 K091 KGM942
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Tukey HSD 検定による有意水準 5%で有意であることを示している。太字で示した代謝




N -Acetyl-glucosamine GC 26.41 ± 0.27 a 26.61 ± 0.43 a 26.76 ± 0.40 a 27.69 ± 0.73 b
1,6-Anhydro-beta-glucose GC 7.97 ± 3.04 a 8.65 ± 2.94 a 10.34 ± 1.85 a 8.01 ± 2.32 a
Arabinose GC 30.90 ± 0.17 b 29.40 ± 0.49 a 29.82 ± 0.59 a 34.03 ± 0.47 c
Fructose GC 37.14 ± 1.96 a 37.99 ± 1.13 a 40.01 ± 0.71 b 39.82 ± 1.19 b
Fructose-6-phosphate GC 22.91 ± 0.22 b 22.45 ± 0.22 a 22.19 ± 0.25 a 22.41 ± 0.18 a
Glucose GC 37.22 ± 0.06 a 37.33 ± 0.07 b 37.43 ± 0.06 c 37.31 ± 0.06 b
Glucose-6-phosphate GC 30.89 ± 0.23 a 31.48 ± 0.28 b 31.34 ± 0.30 b 30.83 ± 0.31 a
Galactose GC 29.43 ± 0.16 c 27.43 ± 0.42 ab 27.22 ± 0.40 a 27.82 ± 0.39 b
Maltose GC 21.21 ± 0.24 a 22.12 ± 0.17 b 22.64 ± 0.28 c 22.37 ± 0.28 bc
Raffinose GC 18.69 ± 1.20 a 17.72 ± 1.20 a 18.04 ± 1.76 a 18.87 ± 1.09 a
Ribose GC 35.55 ± 0.64 c 34.48 ± 0.50 b 32.71 ± 0.53 a 34.36 ± 0.66 b
Sucrose GC 28.99 ± 0.51 a 29.40 ± 0.27 a 30.25 ± 0.35 b 30.25 ± 0.33 b
Trehalose GC 28.81 ± 0.61 a 30.47 ± 0.42 bc 30.98 ± 0.36 c 30.34 ± 0.52 b
Xylose GC 33.71 ± 0.24 a 33.87 ± 0.26 a 33.70 ± 0.29 a 35.04 ± 0.28 b
Sugar acids
Galacturonic acid GC 36.72 ± 0.92 b 35.45 ± 0.77 a 35.94 ± 0.38 ab 38.19 ± 0.32 c
Gluconic acid GC 25.99 ± 0.75 b 25.09 ± 1.05 ab 22.15 ± 5.04 a 23.89 ± 2.81 ab
Glucuronic acid-e -lactone GC 30.46 ± 0.51 b 29.75 ± 0.44 a 30.11 ± 0.28 ab 31.39 ± 0.23 c
Glyceric acid GC 29.53 ± 0.29 c 26.67 ± 0.76 b 27.45 ± 0.67 b 25.10 ± 0.77 a
Saccharic acid GC 26.49 ± 0.54 b 25.71 ± 0.90 a 25.54 ± 0.47 a 28.89 ± 0.35 c
Sugar alcohols
Galactinol GC 26.79 ± 0.53 a 28.21 ± 0.43 b 27.29 ± 0.41 ab 28.80 ± 0.35 c
Glycerol GC 27.93 ± 0.24 b 27.10 ± 0.19 a 26.87 ± 0.37 a 27.99 ± 0.23 b
myo -Inositol GC 39.88 ± 0.28 c 38.89 ± 0.30 b 39.59 ± 0.24 c 38.29 ± 0.35 a
Sugar phosphate
Inositol-1-phosphate GC 23.05 ± 0.18 b 22.33 ± 0.30 a 22.57 ± 0.36 a 23.36 ± 0.24 b
Arbitrary unit (AU) ±SD
Ec-1 RC17 K091 KGM942
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Tukey HSD 検定による有意水準 5%で有意であることを示している。太字で示した




beta-Carotene HPLC 0.16 ± 0.02 b 0.18 ± 0.04 b 0.13 ± 0.02 a 0.11 ± 0.01 a
Lycopene HPLC 0.88 ± 0.09 b 0.70 ± 0.13 a 0.87 ± 0.12 b 1.22 ± 0.12 c
Arbitrary unit (AU) ±SD
Ec-1 RC17 K091 KGM942
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が Tukey HSD 検定による有意水準 5%で有意であることを示している。太字で示し




Alanine GC 34.3697.5 cM0.24 a 35.31 ± 0.72 b 34.60 ± 0.58 ab 35.54 ± 1.16 b
beta-Alanine GC 30.96 ± 0.49 b 29.58 ± 0.53 a 27.96 ± 0.69 a 30.54 ± 0.77 b
Arginine GC 23.44 ± 0.31 b 23.08 ± 0.25 b 21.65 ± 0.38 a 22.81 ± 0.31 b
Asparagine GC 31.09 ± 0.82 c 29.95 ± 0.61 b 26.03 ± 0.91 a 30.05 ± 0.83 c
Aspartic acid GC 39.26 ± 0.33 c 37.45 ± 0.37 b 36.27 ± 0.29 a 39.01 ± 0.22 c
4-Aminobutyric acid GC 39.69 ± 0.36 c 37.14 ± 0.68 b 35.69 ± 0.65 a 39.42 ± 0.52 c
Cysteine GC 29.58 ± 0.34 c 28.53 ± 0.56 b 27.41 ± 0.71 a 29.75 ± 0.47 c
Cystine GC 25.09 ± 0.49 b 24.30 ± 0.87 ab 24.02 ± 0.81 a 23.99 ± 0.44 a
Glutamine GC 36.99 ± 0.80 c 34.84 ± 0.63 b 31.85 ± 0.81 a 34.96 ± 0.68 b
Glutamate GC 35.10 ± 0.32 c 33.49 ± 0.50 b 32.47 ± 0.59 a 34.78 ± 0.27 c
Glycine GC 33.44 ± 0.22 c 33.12 ± 0.46 bc 31.89 ± 0.45 a 32.78 ± 0.86 b
Histidine GC 27.67 ± 0.30 c 26.79 ± 0.24 b 26.39 ± 0.26 a 26.81 ± 0.37 b
Homoserine GC 23.20 ± 0.89 b 22.17 ± 0.84 b 20.04 ± 0.77 a 22.02 ± 0.97 b
Isoleucine GC 34.06 ± 0.38 d 33.02 ± 0.52 c 30.84 ± 0.94 a 32.03 ± 0.93 b
Leucine GC 31.21 ± 0.21 c 30.26 ± 0.54 b 28.99 ± 0.69 a 29.31 ± 0.86 a
Lysine GC 34.76 ± 0.32 c 33.90 ± 0.34 bc 31.92 ± 1.39 a 33.24 ± 0.56 b
Methionine GC 31.32 ± 0.21 b 30.74 ± 0.35 a 30.44 ± 0.36 a 31.45 ± 0.67 b
Ornithine GC 28.98 ± 0.41 b 28.64 ± 0.62 ab 27.86 ± 1.95 ab 27.14 ± 1.44 a
Phenylalanine GC 35.77 ± 0.31 b 34.66 ± 0.36 a 34.67 ± 0.44 a 34.30 ± 0.59 a
Proline GC 32.83 ± 0.33 a 33.80 ± 0.67 b 33.56 ± 1.04 ab 34.32 ± 0.63 b
2-Pyrrolidone-5-carboxylic acid GC 32.97 ± 0.65 c 30.77 ± 1.39 b 27.36 ± 1.89 a 32.91 ± 0.45 c
Pyroglutamate GC 38.74 ± 0.30 d 37.42 ± 0.32 b 35.83 ± 0.44 a 37.97 ± 0.26 c
Serine GC 37.32 ± 0.46 d 36.42 ± 0.56 c 34.67 ± 0.53 a 35.62 ± 0.62 b
Threonine GC 37.24 ± 0.41 d 35.07 ± 0.42 c 33.15 ± 0.52 a 33.94 ± 0.57 b
Tryptophan GC 26.14 ± 0.28 b 25.34 ± 0.40 a 24.96 ± 0.63 a 25.32 ± 0.76 a
Valine GC 32.70 ± 0.34 b 31.96 ± 0.69 b 30.63 ± 0.89 a 30.09 ± 1.11 a
Other organic acids
cis-Aconitic acid GC 34.57 ± 1.00 b 33.30 ± 0.69 ab 32.58 ± 1.41 a 33.55 ± 1.28 ab
trans-Caffeic acid GC 29.91 ± 0.47 b 29.87 ± 0.63 ab 29.25 ± 0.69 ab 28.76 ± 1.55 a
Citric acid GC 41.94 ± 0.19 a 41.97 ± 0.10 a 41.82 ± 0.37 a 41.83 ± 0.19 a
Fumaric acid GC 21.69 ± 8.00 a 21.97 ± 6.37 a 18.61 ± 5.54 a 25.82 ± 4.01 a
Glutaric acid GC 10.90 ± 2.55 a 11.66 ± 2.97 a 12.28 ± 0.78 a 11.58 ± 1.61 a
Glycolic acid GC 27.04 ± 0.35 b 26.80 ± 0.62 ab 26.39 ± 0.50 a 26.97 ± 0.51 ab
Isocitric acid GC 36.80 ± 0.07 a 36.89 ± 0.09 b 36.93 ± 0.05 b 36.95 ± 0.05 b
Itaconic acid GC 33.22 ± 1.29 b 32.19 ± 1.18 ab 31.36 ± 1.65 a 32.47 ± 1.46 ab
Lactic acid GC 29.93 ± 0.81 ab 28.18 ± 2.35 a 29.06 ± 1.08 ab 30.02 ± 1.13 b
Malic acid GC 38.67 ± 0.35 a 38.06 ± 0.46 a 38.43 ± 0.56 a 38.57 ± 0.76 a
2-methyl-Maleic acid GC 31.67 ± 1.57 a 30.25 ± 2.10 a 30.02 ± 1.79 a 30.58 ± 1.95 a
Nicotinic acid GC 26.88 ± 0.18 b 26.10 ± 0.78 a 25.90 ± 0.68 a 25.82 ± 0.60 a
2-Oxoglutaric acid GC 31.10 ± 0.69 c 29.04 ± 0.71 b 31.07 ± 0.53 c 26.83 ± 0.75 a
Oxalic acid GC 27.39 ± 1.68 b 26.87 ± 0.90 b 25.27 ± 1.10 a 24.41 ± 0.68 a
Quinate GC 30.36 ± 0.37 ab 30.47 ± 0.33 b 30.11 ± 0.14 a 30.57 ± 0.28 b
Shikimic acid GC 20.04 ± 2.75 a 24.05 ± 1.88 b 26.17 ± 0.94 b 18.02 ± 4.27 a
trans-Sinapic acid GC 30.16 ± 0.67 b 29.78 ± 0.85 ab 29.16 ± 0.68 a 31.54 ± 0.48 c
cis-Sinapic acid GC 18.76 ± 2.86 a 18.11 ± 2.51 a 17.42 ± 1.50 a 17.11 ± 2.52 a
Suberic acid GC 29.16 ± 0.34 a 29.53 ± 0.55 a 29.26 ± 2.75 a 30.19 ± 0.58 a
Succinate GC 23.12 ± 0.36 c 22.13 ± 0.36 a 22.68 ± 0.31 b 23.51 ± 0.49 c
Threonic acid GC 29.04 ± 0.37 a 28.48 ± 0.35 a 30.42 ± 0.66 b 28.57 ± 0.57 a
Threonic acid-1,4-lactone GC 19.53 ± 2.13 a 18.08 ± 1.75 a 21.05 ± 2.76 a 17.86 ± 4.18 a
Arbitrary unit (AU) ±SD
Ec-1 RC17 K091 KGM942
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は差が Tukey HSD 検定による有意水準 5%で有意であることを示している。太





n -Butylamine GC 24.7197.5 cM0.29 a 24.41 ± 0.53 a 24.88 ± 0.30 a 24.75 ± 0.31 a
1,3-Diamino-propane GC 27.94 ± 0.41 d 25.51 ± 0.66 b 22.27 ± 0.85 a 26.79 ± 1.01 c
Hydroxylamine GC 31.10 ± 0.42 b 31.13 ± 0.60 b 30.99 ± 0.65 ab 30.26 ± 0.71 a
5-Hydroxy-tryptamine GC 29.82 ± 0.40 c 29.28 ± 0.34 b 29.09 ± 0.34 b 28.20 ± 0.14 a
Putrescine GC 25.22 ± 0.20 c 25.90 ± 0.58 d 23.22 ± 0.53 b 22.67 ± 0.39 a
Spermidine GC 24.39 ± 0.89 b 23.78 ± 1.15 b 22.16 ± 1.19 a 23.91 ± 0.55 b
Tryptamine GC 27.02 ± 0.57 c 26.02 ± 0.85 b 23.73 ± 1.05 a 29.63 ± 0.36 d
Other annotated metabolites
3-Amino-piperidin-2-one GC 28.30 ± 0.53 b 27.98 ± 0.57 b 26.77 ± 0.56 a 27.08 ± 0.71 a
Chlorophyll_pheophytin a LC1 -4.93 ± 0.45 b -5.36 ± 0.48 b -6.33 ± 0.86 a -4.72 ± 0.63 b
3-Cyanoalanine GC 23.59 ± 0.59 c 22.69 ± 0.73 b 19.66 ± 0.78 a 22.68 ± 0.70 b
Dihydrouracil GC 32.84 ± 0.78 a 34.08 ± 0.36 c 33.53 ± 0.26 bc 33.24 ± 0.23 ab
2-Hydroxy-pyridine GC 31.99 ± 0.17 ab 31.85 ± 0.20 a 31.99 ± 0.23 ab 32.21 ± 0.15 b
Lumichrome GC 28.35 ± 0.31 c 27.77 ± 0.28 b 27.44 ± 0.29 a 28.49 ± 0.21 c
Plastochromanol-8 LC1 -2.10 ± 0.14 b -1.94 ± 0.18 b -2.55 ± 0.26 a -2.34 ± 0.15 a
Plastoquinone-9 LC1 -2.46 ± 0.21 a -2.23 ± 0.28 ab -2.01 ± 0.13 b -0.96 ± 0.26 c
Phosphate GC 35.74 ± 0.25 b 34.91 ± 0.20 a 34.65 ± 0.41 a 35.69 ± 0.25 b
Phytol GC 18.13 ± 3.59 a 17.83 ± 2.41 a 16.79 ± 2.43 a 18.24 ± 2.00 a
Arbitrary unit (AU) ±SD













た（Fig. 14）。フラボノイド含量が減少する変異体として y 変異体（Adato 
et al, 2009; Ballester et al, 2010）、クチン、ワックスの量、組成が変化する






色はシロイヌナズナの eceriferum 変異体で報告されたように（Koornneef 
et al, 1989）、ワックスの量、組成による変化に起因する可能性がある。






更に、第 2 章において、pe lg 変異体の原因が CD2 遺伝子のフレーム
シフト変異であることを明らかにした。これは同じく pe 形質の原因が
CD2 遺伝子の変異であると結論付けた Nadakuduti らの報告（2012）と
一致する結果であった。アンチセンス法によって CD2 遺伝子発現抑制
系統を作出し、表現型の解析を行った結果、第 1 章で明らかにした pe 




とオーソログの関係にある（Kubo et al, 1999）ため、葉のアントシアニン
蓄積に関して、シロイヌナズナ・トマト間で保存された機能を持っている




れるのは、ワックスのうち、アルカンである（Parsons et al, 2012）。オリジ
ナルの cd2 変異体、pe 変異体の果実におけるアルカンの量は野生型よ
りも多い（Isaacson et al, 2009; Nadakuduti et al, 2012）ため、果実の水の
蒸散が少ないという観察結果（Fig. 9, Fig. 25）と矛盾しない。しかし、一
方で外部の水が容易に浸透するという表現型は、類似する知見が存在
せず、現段階では原因が不明であり、引き続き検討が必要である。 
CD2 遺伝子は、クラス IV のホメオドメインロイシンジッパー（HD-ZIP 
IV）遺伝子（Nakamura et al, 2006）であり、ホメオドメインとともに、
STeroidogenic Acute Regulatory protein-related lipid Transfer (START)と
いうドメインを有する（Schrick et al, 2004）。pe lg 変異体における CD2 遺






必須の領域であると考えられる。Isaacson らによって報告された cd2 変
異体もまた、C 末側の 1 個のアミノ酸残基の置換が原因であり（2009）、





な機能を有している（Lin and Aoyama, 2012）。それ以外に、機能解析が
なされているこのクラスの遺伝子として ARABIDOPSIS THALIANA 
MERISTEM LAYER  (ATML) 1（Lu et al, 1996）や PROTODERMAL 
FACTOR （PDF）2（Abe et al, 2003）といった、茎頂における表皮分化に
関与している遺伝子や、花成誘導に関与している FWA（Komeda, 2004）
が知られている。また、前述したシロイヌナズナ ANL2 遺伝子の変異体
は、当初葉のアントシアニン蓄積に関する変異体とされた（Kubo et al, 
1999）が、近年クチンモノマーのうち、主要な構成要素であるジカルボン
酸が減少していることが示され、クチクラ層にも変異が生じていることが







もに脂肪酸であるパルミチン酸、オレイン酸の前駆体（16:0 ACP, 18:1 











ボノイドはシキミ酸経路（Falcone Ferreyra et al, 2012）、グリコアルカロイ




とと（Schijlen et al, 2004; Sandrock and VanEtten, 1998）、主に表皮に蓄






























lg 変異体あるいは cd2 遺伝子発現抑制系統において、下流のフラボノ
イド含量の割合が増加していれば、この仮説は確からしいといえる。そ















ある（Bargel and Neinhuis, 2004; Saladié et al, 2007）。このため、果実の
クチクラ層変異体の日持ち性の解析がなされている上、高日持ち性変
異体のクチクラ層解析もまた行われている（Saladié et al, 2007; Isaacson 
et al, 2009; Kosma et al, 2010）。また、果皮の強度は、果実を食した際の
食感にも影響する（Grierson and Kader, 1986）。食感については、果肉
やゼリー部の寄与も大きいものの、果皮の咀嚼のしやすさについても、




ら（Saladié et al, 2007）、クチクラ層の水分透過性を低減させることで実
現可能である。本研究や他の研究事例から、クチクラ層の厚み、クチン
の量は、水分透過性と相関が無いことが明らかになっている（Isaacson 
et al, 2009; Nadakuduti et al, 2012）。このことから、果実の蒸散は、ワック





















マトの cd1, cd2, cd3 変異体では、クチン構成成分が野生型系統 M82 よ
りも著しく少ない上に、病原菌への抵抗性も低下している（Isaacson et al, 
2009）。また、シロイヌナズナにおいて、クチンの生合成に関与している
CYP86A2 遺伝子も、ノックアウトすると病原菌への感受性が高まること
が報告されている（Xiao et al, 2004）。更に、トマト果実でクチンの含量が
多い DFD 変異体は、野生型よりも病原菌に感染しにくいことも明らかに







従来有毒成分とされてきたが、近年機能性に関する報告（Chao et al, 
2012; Fujiwara et al, 2007）が出てきており、その利用可能性が注目を集
めている。また、フラボノイド、リコピンもその機能性が古くから注目され
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CHEMICAL ANALYSIS METADATA 
Sample preparation 
Sample processing and extraction  
Samples were lyophilized in 2-ml tubes, frozen at -20°C and then 
homogenized with 5 mm Zirconia beads in a Mixer Mill MM301 (Retsch, 
Haan, Germany) at 20 Hz for 1 min. Two milligrams dry weight (DW) of 
the lyophilized samples were used in GC-MS and LC-q-TOF-MS analyses, 
while 7.5 mg DW of the samples were used for lipid and carotenoid 
analyses. 
 
Extraction and derivatization for GC-MS analysis  
Each sample was extracted at a concentration of 2.5 mg DW of tissues per 
ml extraction medium (methanol/chloroform/water [3:1:1, v/v/v]) 























H6]-2-hydoxybenzoic acid and [
13
C6]-glucose) using a Retsch Mixer Mill 
MM301 at a frequency of 15 Hz for 10 min at 4°C. Each isotope 
compound was adjusted to a final concentration of 15 ng/µl for each 1-µl 
injection. After centrifugation for 5 min at 15,100 × g, a 200-µl aliquot of 
the supernatant was drawn and transferred to a glass insert vial. The 
extracts were evaporated to dryness in an SPD2010 SpeedVac® 
concentrator from ThermoSavant (Thermo Fisher Scientific, MA, US).  
For methoximation, 30 µl of methoxyamine hydrochloride (20 mg/ml in 
pyridine) was added to the sample. After 45 h of derivatization at room 
temperature, the sample was trimethylsilylated for 1 h using 30 µl of N-
Methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (MSTFA, Tokyo Chemical 
Industry, Tokyo, Japan) at 37°C with shaking. Thirty microliters of n-
heptane was added following silylation. All the derivatization steps were 
performed in the vacuum glove box VSC-100 (Sanplatec, Japan) filled 
with 99.9995% (G3 grade) of dry nitrogen. 
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Extraction for LC-MS analysis  
Two milligrams dry weight of each sample was extracted in 30 volumes of 
extraction medium (methanol/water [2:5, v/v]) containing two reference 
compounds (0.5 mg/l flavonol-2’-sulfonic acid and 1.0 mg/l ampicillin) 
using a Mixer Mill MM301 (Retsch) at a frequency of 20 Hz for 5 min at 
4°C. After centrifugation for 10 min at 15,000 × g, the supernatant was 
transferred into a 2-ml tube. Thirty volumes of methanol was added to the 
tube and then extracted again using the mixer mill at a frequency of 20 Hz 
for 5 min at 4°C. After centrifugation for 10 min at 15,000 × g, the 
resulting supernatant was transferred to the tube. A 120-μl aliquot of 
extract was filtered using an Oasis® HLB μElusion plate (30 μm, Waters 
Co., Massachusetts, US). The extracts (100 μl) were transferred into 2-ml 
tubes and evaporated to dryness in an SPD2010 SpeedVac® concentrator 
from ThermoSavant (Thermo Fisher Scientific). The extracts were 
dissolved in 100 μl of 20% aqueous methanol containing 0.5 mg l−1 
lidocaine and 10-camphorsulfonic acid.  
Extraction for lipid and carotenoid analyses 
Each sample (7.5 mg DW) was extracted with 1238 μl of 
chloroform/methanol (1:2, v/v) containing 0.1% dibutylhydroxytoluene 
(BHT) (SIGMA), 1.25 μM  1,2-dioctanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(SIGMA), and 12.5 μM β-apo-8′-carotenal (SIGMA). Samples were 
vigorously mixed using a vortex mixer. After a 5-min incubation at room 
temperature, 330 μl of water was added to each sample and the samples 
were centrifuged at 10,000 × g at room temperature for 5 min. The 
supernatant was transferred to a 2-ml tube containing 526 μl of 
chloroform/water (1:1, v/v) and incubated on ice for 10 min. The separated 
layer was formed by centrifugation at 1,000 × g at 4°C for 10 min. For 
lipid analysis and HPLC analysis, 85 μl and 340 μl of the lower organic 
phase were transferred to 1.5-ml tubes, respectively. Each extract was 
evaporated to dryness using an SPD2010 SpeedVac® concentrator 
(Thermo Fisher Scientific). The residues were dissolved in 162 μl of 
ethanol and 81 μl of chloroform/ethanol (1:1, v/v) containing 0.1% BHT, 
for lipid analysis and HPLC analysis, respectively, and centrifuged at 
12,000 × g at 4°C for 5 min. Then, 140 μl and 60 μl of supernatant were 




All chemicals and reagents used in this study were of spectrometric grade. 
Most of the chemicals were purchased from Nacalai Tesque (Kyoto, Japan) 





For GC-MS analysis: an equivalence of 2.8 μg DW of the derivatized 
samples was injected. 
For LC-MS analysis: an equivalence of 16.7 μg DW was injected. 
For lipid analysis: an equivalence of 5 μg DW was injected. 
For HPLC analysis: an equivalence of 80 μg DW was injected. 
GC-TOF-MS conditions 
One microliter of each sample was injected in the splitless mode by an 
CTC CombiPAL Autosampler (CTC analytics, Zwin-gen, Switzerland) 
into an Agilent 6890N Gas Chromatograph (Agilent Technologies, 
Wilmingston, US) equipped with a 30 m × 0.25 mm inner diameter fused-
silica capillary column with a chemically bound 0.25-μl ﬁlm Rtx-5 Sil MS 
stationary phase (RESTEK, Bellefonte, US) for metabolome analysis. 
Helium (G1 grade, 99.999995%) was used as the carrier gas at a constant 
ﬂow rate of 1 ml/min. The temperature program for metabolome analysis 
started with a 2-min isothermal step at 80°C and this was followed by 
temperature ramping at 30°C to a ﬁnal temperature of 320°C, which was 
maintained for 3.5 min. The transfer line and the ion source temperatures 
were 250 and 200°C, respectively. Ions were generated by a 70-eV 
electron beam at an ionization current of 2.0 mA. The acceleration voltage 
was turned on after a solvent delay of 273 s. Data acquisition was 
performed on a Pegasus IV TOF mass spectrometer (LECO, MI, US) with 
an acquisition rate of 30 spectra/s in the mass range of a mass-to-charge 
ratio of m/z = 60–800. Alkane standard mixtures (C8–C20 and C21–C40) 
were purchased from Sigma–Aldrich (Tokyo, Japan) and were used to 
calculate the retention index (RI) [2, 3]. The normalized response used to 
calculate the signal intensity of each metabolite from the mass-detector 
response was obtained by each selected ion current that was unique in each 
metabolite MS spectrum to normalize the peak response. For quality 
control, methylstearate (SIGMA–Aldrich) was injected into every six 
samples. Data was normalized using the CCMN algorithm [4]. 
LC-q-TOF-MS conditions  
After preparation, the extracts (1 μl) were analyzed using an LC-MS 
system equipped with an electrospray ionization (ESI) interface (LC, 
Waters Acquity UPLC system; MS, Waters Xevo G2 Q-Tof). The 
analytical conditions were as follows: LC, column, Acquity bridged ethyl 
hybrid (BEH) C18 (pore size, 1.7 μm; length, 2.0 × 100 mm; Waters); 
solvent system, acetonitrile (0.1% formic acid):water (0.1% formic acid); 
gradient program, 99.5% A/0.5% B at 0 min, 99.5% A/0.5% B at 0.1 min, 
20% A/80% B at 10 min, 0.5% A/99.5% B at 10.1 min, 0.5% A/99.5% B 
at 12.0 min, 99.5% A/0.5% B at 12.1 min and 99.5% A/0.5% B at 15.0 
min; flow rate, 0.3 ml min
−1
; temperature, 40°C; MS detection; capillary 
voltage, +3.0 keV; cone voltage, 25.0 V; source temperature, 120 C; 
desolvation temperature, 450C; cone gas flow, 50 l/h; desolvation gas 
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flow, 800 l/h; collision energy, 6 V; mass range, m/z 100‒1500; scan 
duration, 0.1 s; interscan delay, 0.014 s; mode, centroid; polarity, positive; 
Lockspray (Leucine enkephalin): scan duration, 1.0 s; and interscan delay, 
0.1 s. The data were recorded using MassLynx version 4.1 software 
(Waters). 
LC-q-TOF-MS conditions for lipid analysis 
Sample extracts (1 μl) were analyzed using an LC-MS system equipped 
with an electrospray ionization (ESI) interface (HPLC, Waters Acquity 
UPLC system; MS, Waters Xevo G2 Qtof). A two-solvent (A and B) 
system was used to separate each metabolite. The composition of these 
solvents was as follows: solvent A, acetonitrile : water : 1 M ammonium 
acetate : formic acid = (158 g : 800g : 10 ml : 1 ml); solvent B, 
acetonitrile : 2-propanol : 1 M ammonium acetate : formic acid = (79 g : 
711 g : 10 ml : 1 ml). The analytical conditions were as follows: HPLC, 
column, Acquity UPLC HSS T3 (pore size, 1.8 μm; 1.0 i.d × 50 mm long; 
Waters); gradient program, 35% B at 0 min, 70% B at 3 min, 85% B at 7 
min, 90% B at 10 min, 90% B at 12 min and 35% B at 12.5 min; flow rate, 
0.15 ml min
−1
; temperature, 55°C; MS detection; capillary voltage, +3.0 
kV; cone voltage, 20 V for positive mode and 40 V for negative mode; 
source temperature, 120°C; desolvation temperature, 450°C; cone gas flow, 
50 l h
−1
; desolvation gas flow, 450 l/ h; collision energy, 6 V; detection 
mode, scan (m/z 100–2000; scan time, 0. 5 s; centroid). The scans were 
repeated for 15 min in a single run. The data were recorded using 
MassLynx version 4.1 software (Waters). 
HPLC conditions for carotenoid and chlorophyll quantification 
Extracts (2 μl, ca. 80 μg of each sample) were analyzed using an LC-
photodiode array (PDA) (LC, Shimadzu LC-20AD system; PDA, 
Shimadzu SPD-M20A) operated by Shimadzu LCMS solution software 
(version 5.41). A two-solvent system was used to separate each carotenoid 
and chlorophyll. The analytical conditions were as follows: Column, 
Develosil C30-UG (2.0 mm I.D., 250 mm long; Nomura chemical); 
solvent A, methanol (4.5% water and 0.1% triethylamine); solvent B, 
hexane/isopropyl alcohol (60:40, v/v. 0.1% triethylamine); gradient 
program, 1% B at 0 min, 1% B at 9 min, 6% B at 9.5 min, 7% B at 19 min, 
18% B at 20 min, 20% B at 18 min, 34% B at 28 min, 48% B at 36 min, 
100% B at 48.5 min, 100% B at 53.5 min, 1% B at 54 min (total run time, 
60 min); flow rate, 0.37 ml/min; column temperature, 30°C. 
Data processing 
Data processing for GC-MS data  
Non-processed MS data from GC-TOF/MS analysis generated by 
chromatography processing and mass spectral deconvolution software, 
Leco ChromaTOF version 3.22 (LECO, St. Joseph, MI, USA) were 
exported in NetCDF format to MATLAB 6.5 (Mathworks, Natick, MA, 
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USA), where all data-pretreatment procedures, such as smoothing, 
alignment, time-window setting and H-MCR, were carried out [5]. The 
resolved MS spectra were matched against reference mass spectra using 
the NIST mass spectral search program for the NIST/EPA/NIH mass 
spectral library (version 2.0) and our custom software for peak annotation 
written in JAVA. Peaks were identified or annotated based on retention 
indexes (RIs) and the reference mass spectra comparison to the Golm 
Metabolome Database (GMD; http://csbdb.mpimp-
golm.mpg.de/csbdb/gmd/msri/gmd_msri.html) released from CSB.DB [6] 
and our in-house spectral library. The metabolites were identified by 
comparison with RIs from the library databases (GMD and our own 
library) and with those of authentic standards, and the metabolites were 
defined as annotated metabolites on comparison with mass spectra and RIs 
from these two libraries.  
Data processing for LC-MS data 
The data matrix was aligned using MassLynx version 4.1 (Waters). The 
profiling data files were converted to the NetCDF format using the 
DataBridge function of the MassLynx software. After the processes of 
alignment and deisotoping with the set of NetCDF data files, the data 
matrix was obtained. 
For normalization, the intensity values of the remaining peaks 
were divided by those of lidocaine ([M+H]
+
, m/z 235.1804) and 10-
camphorsulfonic acid ([M-H]-, m/z 231.0691) after cutoff of the low-
intensity peaks (less than 500 counts). 
Data processing for lipid data 
The data matrix was generated using Makerlynx XS (Waters) using 
profiling data files recorded in the MassLynx format (raw). The data 
matrices were processed using an in-house Perl script. The original peak 
intensity values were divided with that of the internal standard 
(didecanoyl-sn-glycerophosphocholine at m/z 566.382 [M + H]
+
 and at 
m/z 610.372 [M + HCOO]
–
 for the positive and negative ion modes, 
respectively) to normalize the peak intensity values among the metabolic 
profile data.  
Data processing for carotenoid and chlorophyll quantification 
Peak picking, peak alignment, and quantification were performed using 
Shimadzu LCMSsolution software (version 5.41). The standard curve of 
each carotenoid and chlorophyll molecule was constructed using the 
following reference standards: neoxantin, violaxanthin, lutein, zeaxanthin, 
β-cryptoxanthin, α-carotene, β-carotene, lycopene and chlorophyll A and B. 
Quantification was based on peak height at 450 nm (neoxantin, 
violaxanthin, lutein, zeaxanthin, β-cryptoxanthin, α-carotene, β-carotene, 
and lycopene) and 650 nm (chlorophyll A and B). The data matrix 
exported from Shimadzu LCMSsolution software was normalized by 
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dividing each peak area by the peak area of the intensity of β-apo-8′-
carotenal. 
Statistical analysis 
The multi-platform data were summarized using unifying metabolite 
identifiers and a common referencing scheme using the MetMask tool [7]. 
The four matrices were then concatenated and correlated peaks with the 
same annotation were replaced by their first principal component. All data 
were log2 or log10 transformed prior to further analysis. 
Principal component analysis (PCA) was performed on a unit-
variance scaled metabolite matrix (observations, 40 samples; variables, 
2,527 peaks) with log10 transformation using SIMCA-P+ 13.0 software 
(Umetrics AB, Umeå, Sweden). 
ANALYTICAL CONDITIONS 
Chemicals: 
All chemicals and reagents used in this study were of spectrometric grade. 
Most of the chemicals were purchased from Nacalai Tesque (Kyoto, Japan) 
or Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan). 
 
Sample amount: 
For GC-MS analysis: an equivalence of 2.8 μg DW of the derivatized 
samples was injected. 
For LC-MS analysis: an equivalence of 16.7 μg DW was injected. 
For lipid analysis: an equivalence of 5 μg DW was injected. 
For HPLC analysis: an equivalence of 80 μg DW was injected. 
GC-TOF-MS conditions 
One microliter of each sample was injected in the splitless mode by an 
CTC CombiPAL Autosampler (CTC analytics, Zwin-gen, Switzerland) 
into an Agilent 6890N Gas Chromatograph (Agilent Technologies, 
Wilmingston, US) equipped with a 30 m × 0.25 mm inner diameter fused-
silica capillary column with a chemically bound 0.25-μl ﬁlm Rtx-5 Sil MS 
stationary phase (RESTEK, Bellefonte, US) for metabolome analysis. 
Helium (G1 grade, 99.999995%) was used as the carrier gas at a constant 
ﬂow rate of 1 ml/min. The temperature program for metabolome analysis 
started with a 2-min isothermal step at 80°C and this was followed by 
temperature ramping at 30°C to a ﬁnal temperature of 320°C, which was 
maintained for 3.5 min. The transfer line and the ion source temperatures 
were 250 and 200°C, respectively. Ions were generated by a 70-eV 
electron beam at an ionization current of 2.0 mA. The acceleration voltage 
was turned on after a solvent delay of 273 s. Data acquisition was 
performed on a Pegasus IV TOF mass spectrometer (LECO, MI, US) with 
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an acquisition rate of 30 spectra/s in the mass range of a mass-to-charge 
ratio of m/z = 60–800. Alkane standard mixtures (C8–C20 and C21–C40) 
were purchased from Sigma–Aldrich (Tokyo, Japan) and were used to 
calculate the retention index (RI) [2, 3]. The normalized response used to 
calculate the signal intensity of each metabolite from the mass-detector 
response was obtained by each selected ion current that was unique in each 
metabolite MS spectrum to normalize the peak response. For quality 
control, methylstearate (SIGMA–Aldrich) was injected into every six 
samples. Data was normalized using the CCMN algorithm [4]. 
LC-q-TOF-MS conditions  
After preparation, the extracts (1 μl) were analyzed using an LC-MS 
system equipped with an electrospray ionization (ESI) interface (LC, 
Waters Acquity UPLC system; MS, Waters Xevo G2 Q-Tof). The 
analytical conditions were as follows: LC, column, Acquity bridged ethyl 
hybrid (BEH) C18 (pore size, 1.7 μm; length, 2.0 × 100 mm; Waters); 
solvent system, acetonitrile (0.1% formic acid):water (0.1% formic acid); 
gradient program, 99.5% A/0.5% B at 0 min, 99.5% A/0.5% B at 0.1 min, 
20% A/80% B at 10 min, 0.5% A/99.5% B at 10.1 min, 0.5% A/99.5% B 
at 12.0 min, 99.5% A/0.5% B at 12.1 min and 99.5% A/0.5% B at 15.0 
min; flow rate, 0.3 ml min
−1
; temperature, 40°C; MS detection; capillary 
voltage, +3.0 keV; cone voltage, 25.0 V; source temperature, 120 C; 
desolvation temperature, 450C; cone gas flow, 50 l/h; desolvation gas 
flow, 800 l/h; collision energy, 6 V; mass range, m/z 100‒1500; scan 
duration, 0.1 s; interscan delay, 0.014 s; mode, centroid; polarity, positive; 
Lockspray (Leucine enkephalin): scan duration, 1.0 s; and interscan delay, 
0.1 s. The data were recorded using MassLynx version 4.1 software 
(Waters). 
LC-q-TOF-MS conditions for lipid analysis 
Sample extracts (1 μl) were analyzed using an LC-MS system equipped 
with an electrospray ionization (ESI) interface (HPLC, Waters Acquity 
UPLC system; MS, Waters Xevo G2 Qtof). A two-solvent (A and B) 
system was used to separate each metabolite. The composition of these 
solvents was as follows: solvent A, acetonitrile : water : 1 M ammonium 
acetate : formic acid = (158 g : 800g : 10 ml : 1 ml); solvent B, 
acetonitrile : 2-propanol : 1 M ammonium acetate : formic acid = (79 g : 
711 g : 10 ml : 1 ml). The analytical conditions were as follows: HPLC, 
column, Acquity UPLC HSS T3 (pore size, 1.8 μm; 1.0 i.d × 50 mm long; 
Waters); gradient program, 35% B at 0 min, 70% B at 3 min, 85% B at 7 
min, 90% B at 10 min, 90% B at 12 min and 35% B at 12.5 min; flow rate, 
0.15 ml min
−1
; temperature, 55°C; MS detection; capillary voltage, +3.0 
kV; cone voltage, 20 V for positive mode and 40 V for negative mode; 
source temperature, 120°C; desolvation temperature, 450°C; cone gas flow, 
50 l h
−1
; desolvation gas flow, 450 l/ h; collision energy, 6 V; detection 
mode, scan (m/z 100–2000; scan time, 0. 5 s; centroid). The scans were 
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repeated for 15 min in a single run. The data were recorded using 
MassLynx version 4.1 software (Waters). 
HPLC conditions for carotenoid and chlorophyll quantification 
Extracts (2 μl, ca. 80 μg of each sample) were analyzed using an LC-
photodiode array (PDA) (LC, Shimadzu LC-20AD system; PDA, 
Shimadzu SPD-M20A) operated by Shimadzu LCMS solution software 
(version 5.41). A two-solvent system was used to separate each carotenoid 
and chlorophyll. The analytical conditions were as follows: Column, 
Develosil C30-UG (2.0 mm I.D., 250 mm long; Nomura chemical); 
solvent A, methanol (4.5% water and 0.1% triethylamine); solvent B, 
hexane/isopropyl alcohol (60:40, v/v. 0.1% triethylamine); gradient 
program, 1% B at 0 min, 1% B at 9 min, 6% B at 9.5 min, 7% B at 19 min, 
18% B at 20 min, 20% B at 18 min, 34% B at 28 min, 48% B at 36 min, 
100% B at 48.5 min, 100% B at 53.5 min, 1% B at 54 min (total run time, 
60 min); flow rate, 0.37 ml/min; column temperature, 30°C. 
DATA PROCESSING 
Data processing for GC-MS data  
Non-processed MS data from GC-TOF/MS analysis generated by 
chromatography processing and mass spectral deconvolution software, 
Leco ChromaTOF version 3.22 (LECO, St. Joseph, MI, USA) were 
exported in NetCDF format to MATLAB 6.5 (Mathworks, Natick, MA, 
USA), where all data-pretreatment procedures, such as smoothing, 
alignment, time-window setting and H-MCR, were carried out [5]. The 
resolved MS spectra were matched against reference mass spectra using 
the NIST mass spectral search program for the NIST/EPA/NIH mass 
spectral library (version 2.0) and our custom software for peak annotation 
written in JAVA. Peaks were identified or annotated based on retention 
indexes (RIs) and the reference mass spectra comparison to the Golm 
Metabolome Database (GMD; http://csbdb.mpimp-
golm.mpg.de/csbdb/gmd/msri/gmd_msri.html) released from CSB.DB [6] 
and our in-house spectral library. The metabolites were identified by 
comparison with RIs from the library databases (GMD and our own 
library) and with those of authentic standards, and the metabolites were 
defined as annotated metabolites on comparison with mass spectra and RIs 
from these two libraries.  
Data processing for LC-MS data 
The data matrix was aligned using MassLynx version 4.1 (Waters). The 
profiling data files were converted to the NetCDF format using the 
DataBridge function of the MassLynx software. After the processes of 
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alignment and deisotoping with the set of NetCDF data files, the data 
matrix was obtained. 
For normalization, the intensity values of the remaining peaks 
were divided by those of lidocaine ([M+H]
+
, m/z 235.1804) and 10-
camphorsulfonic acid ([M-H]-, m/z 231.0691) after cutoff of the low-
intensity peaks (less than 500 counts). 
Data processing for lipid data 
The data matrix was generated using Makerlynx XS (Waters) using 
profiling data files recorded in the MassLynx format (raw). The data 
matrices were processed using an in-house Perl script. The original peak 
intensity values were divided with that of the internal standard 
(didecanoyl-sn-glycerophosphocholine at m/z 566.382 [M + H]
+
 and at 
m/z 610.372 [M + HCOO]
–
 for the positive and negative ion modes, 
respectively) to normalize the peak intensity values among the metabolic 
profile data.  
Data processing for carotenoid and chlorophyll quantification 
Peak picking, peak alignment, and quantification were performed using 
Shimadzu LCMSsolution software (version 5.41). The standard curve of 
each carotenoid and chlorophyll molecule was constructed using the 
following reference standards: neoxantin, violaxanthin, lutein, zeaxanthin, 
β-cryptoxanthin, α-carotene, β-carotene, lycopene and chlorophyll A and B. 
Quantification was based on peak height at 450 nm (neoxantin, 
violaxanthin, lutein, zeaxanthin, β-cryptoxanthin, α-carotene, β-carotene, 
and lycopene) and 650 nm (chlorophyll A and B). The data matrix 
exported from Shimadzu LCMSsolution software was normalized by 
dividing each peak area by the peak area of the intensity of β-apo-8′-
carotenal. 
STATISTICAL ANALYSIS 
The multi-platform data were summarized using unifying metabolite 
identifiers and a common referencing scheme using the MetMask tool [7]. 
The four matrices were then concatenated and correlated peaks with the 
same annotation were replaced by their first principal component. All data 
were log2 or log10 transformed prior to further analysis. 
Principal component analysis (PCA) was performed on a unit-
variance scaled metabolite matrix (observations, 40 samples; variables, 
2,527 peaks) with log10 transformation using SIMCA-P+ 13.0 software 
(Umetrics AB, Umeå, Sweden). 
 
